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Resumen 
El objetivo del presente estudio fue determinar la asociación entre marcadores 
moleculares tipo SNPs y la respuesta de resistencia al patógeno Fusarium oxysporum en 
una colección germoplasma de uchuva (Physalis peruviana L.) en condiciones de 
invernadero. Para esto, en una primera fase, se realizó un diseño de parcelas divididas 
que permitió seleccionar el tratamiento con la cepa MAP5 corroborando su 
patogenicidad. La cepa fue usada para evaluar un total de 100 accesiones por su 
respuesta de resistencia mediante escala de severidad durante 47 días e índices 
AUDPC, encontrándose un total de 21 accesiones con diferentes grados de resistencia a 
F. oxysporum. Paralelamente, se realizó genotipificación por secuenciación, GBS del 
ingles Genotyping by sequencing, en las 100 accesiones, identificándose un total de 
60.663 SNPs. Los análisis de distancias genéticas, componentes principales y 
bayesianos indicaron una estructura poblacional con tres poblaciones correspondientes a 
materiales silvestres, comerciales y de agricultor. Teniendo en cuenta la estructura 
poblacional y la matriz de parentesco se identificaron marcadores asociados a respuesta 
de resistencia a F. oxysporum usando como referencia los genomas de tomate y papa. 
Al comparar su ubicación con el genoma del tomate, se encontraron 16 marcadores 
relacionados con respuesta de resistencia a patógenos; así mismo, al comparar con el 
genoma de papa, se identificó un marcador. Los resultados fenotípicos y genotípicos 
constituyen un insumo para esquemas de mejoramiento como la selección recurrente 
para aumentar la frecuencia de alelos deseables. Los marcadores asociados 
identificados deben ser corroborados en función de ambientes, poblaciones de mayor 
tamaño y en lo posible otras medidas cuantitativas del fenotipo para asegurar su uso en 
selección asistida por marcadores.  
Palabras clave: Análisis de asociación, Fenotipificación, Genotipificación por 
secuenciación, Germoplasma, Respuesta de resistencia, Uchuva. 
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Abstract 
 
The aim of this study was to determine the association between molecular markers SNPs 
type and resistance response to the pathogen Fusarium oxysporum in a germplasm 
collection of cape gooseberry (Physalis peruviana L.) under greenhouse conditions. For 
this, in a first step, a split plot design was performed that allowed selecting treatment with 
MAP5 confirming its pathogenicity strain. The strain was used to evaluate a total of 100 
accessions for their resistance response by severity scale and AUDPC indices for 47 
days, finding a total of 21 accessions with different degrees of resistance to F. 
oxysporum. Similarly, genotyping was performed by GBS (Genotyping by sequencing), in 
100 accessions, identifying a total of 60.663 SNPs. The analysis of genetic distances, 
principal component and Bayesian indicated a population structure with three 
corresponding to wild, commercial and farmer population’s materials. Considering the 
population structure and kinship matrix markers associated with resistance response to F. 
oxysporum using reference genomes of tomato and potato were identified. By comparing 
their location with the tomato genome 16 markers associated with resistance response to 
pathogens was found, likewise, when compared with the genome of potato, one marker 
was related. Phenotypic and genotypic results provide input for breeding programs as 
recurrent selection to increase the frequency of desirable alleles. The identified 
associated markers should be strengthened in terms of environments, larger populations 
and possibly other quantitative phenotypic measures to ensure their use in marker-
assisted selection. 
 
Keywords: Association analyses, Phenotyping, Genotyping by Sequencing, resistance 
response, Cape gooseberry. 
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 Introducción 
La uchuva (Physalis peruviana L.) es una especie que pertenece a la familia de las 
Solanáceas y su centro de origen se sitúa en los Andes, principalmente de Colombia, 
Perú y Ecuador. En pocos años pasó de ser una especie silvestre de interés local para 
los pobladores de los Andes, a ser la especie andina más promisoria y exitosa en los 
mercados internacionales. En la actualidad constituye el frutal de exportación de mayor 
importancia después del banano, y Colombia ocupa el primer lugar en la producción 
mundial, con un desarrollo prominente en la última década y un total en ventas de 27,6 
millones de dólares para el año 2013. Sin embargo, en se produjo un decaimiento en la 
producción pasando de 1.087 hectáreas sembradas con un rendimiento de 17,8 
toneladas en el año 2009 a 749 hectáreas cosechadas con rendimientos de 15 
toneladas para el año 2012 (Agronet, 2013).  
 
 
Con el interés de países como Brasil y Chile en el mercado de la producción y 
exportación de la uchuva, la hegemonía de Colombia en el mercado está en riesgo, ya 
que aunque Colombia es el primer productor de esta fruta presenta problemas 
fitosanitarios importantes que afectan la producción y la sostenibilidad económica y 
ambiental del cultivo. Dentro de estos se destaca la enfermedad conocida como 
marchitamiento vascular causada por el hongo Fusarium oxysporum la cual ha 
ocasionado desplazamiento de la producción desde Cundinamarca que era el primer 
departamento productor nacional a otros departamentos como Boyacá (González & 
Barrero, 2011; Agronet, 2013). La enfermedad ocasiona pérdidas de producción hasta 
del 100% de acuerdo con reportes de agricultores y comercializadores, lo que ocasiona 
un abuso de fungicidas de síntesis química que se emplean para su control (MADR, 
2009) 
 
 
El patógeno F. oxysporum produce marchitamiento vascular en varias especies de 
plantas, dentro de las cuales están el pepino (Cucumis sativus), flores como clavel 
(Dianthus caryophyllus), tomate (Solanum lycopersicum) y papa (Solanum tuberosum), 
entre otros, ocasionando importantes pérdidas económicas (Beckman, 1987). Existen 
dificultades para su control, ya que este hongo desarrolla resistencia a los fungicidas 
utilizados y es persistente en los suelos debido a su capacidad de producir estructuras de 
resistencia (Beckman, 1987; Gordon & Martyn, 1997). Se han propuesto como métodos 
de control la rotación de cultivos, la cual no es efectiva porque las clamidosporas 
sobreviven mucho tiempo en el suelo; la fumigación del suelo es buen control inicial, pero 
ocurre recolonización; el uso de compost o compost enriquecido con microorganismos 
seleccionados también ha sido utilizado como control, pero infortunadamente en muchos 
casos sin resultados satisfactorios (Pera & Calvet, 1989; Szczech et al., 1993; Garibaldi 
et al., 2004).  
2 Introducción 
 
Por lo tanto, la generación de cultivares resistentes constituye una alternativa promisoria 
para reducir la dependencia de la protección química, resultando en cultivos más 
seguros, económicos y con un menor impacto ambiental (Álvarez, 2000). Se ha 
demostrado con éxito experiencias de resistencia varietal para el control de F. oxysporum 
en diversas especies incluyendo la lechuga (Garibaldi et al., 2004) o  el pepino (Huang et 
al., 2008), entre otros. Sin embargo en uchuva no se cuenta con cultivares resistentes a 
este patógeno. En Colombia se cultivan los tipos Kenia, Colombia y Perú principalmente 
(Villamizar et al., 1993) y los estudios se han encaminado tradicionalmente a aspectos 
fisiológicos de la cosecha y pos cosecha (Fisher, 2005). 
 
 
Los conocimientos de la base genética para la resistencia a F. oxysporum han ido 
avanzando en los últimos años. Se ha desarrollado una escala de resistencia para el 
patosistema uchuva-F. oxysporum en condiciones de invernadero y campo, se han 
caracterizado aislamientos del patógeno de zonas de alta incidencia de la enfermedad en 
Colombia y se han identificado tres accesiones de tipo silvestre de P. peruviana L. y la 
especie relacionada P. floridana, con reacción de resistencia parcial a un aislamiento 
altamente virulento; sin embargo, no pueden ser utilizadas directamente para la 
producción comercial, debido a que la calidad de sus frutos no es óptima para la 
comercialización; aunque se constituyen en una fuente de resistencia importante para 
evaluar dentro del esquema de mejoramiento (Berdugo, 2011; González & Barrero, 2011; 
Rodríguez, 2013; Enciso-Rodríguez et al., 2013). Se requiere incrementar la población de 
estudio para ampliar la base genética de la resistencia e implementar el uso de 
marcadores moleculares que permitan no solo conocer la diversidad y estructura 
poblacional, sino además estudiar su asociación con el fenotipo de resistencia para 
apoyar esquemas de mejoramiento. Jiménez (2003), señala que utilizando técnicas de 
laboratorio o invernadero para seleccionar plantas resistentes a diferentes patógenos se 
facilita y acelera el trabajo de mejoramiento para resistencia a enfermedades que en 
condiciones de campo puede tardar meses, aunque son necesarias las evaluaciones 
posteriores en campo.  
 
 
En el presente trabajo, se propuso estudiar la característica de respuesta de resistencia 
inicialmente en condiciones controladas y su asociación con marcadores moleculares 
del genoma de la uchuva usando la tecnología de secuenciamiento de alto rendimiento 
conocida como genotipificación por secuenciación (GBS por sus siglas en inglés), la 
cual permite identificar miles de marcadores tipo polimorfismos de un solo nucleótido 
(SNP por sus siglas en inglés) (Elshire et al., 2011). Así, se evaluó en invernadero la 
respuesta de resistencia de 100 accesiones de uchuva a la cepa colombiana MAP5 de 
F. oxysporum, previamente seleccionada por su alta patogenicidad (González & 
Barrero, 2011) y se llevó a cabo GBS en la misma colección de uchuva para estudios de 
diversidad, estructura poblacional y asociación fenotipo-genotipo. 
 
 
El estudio suministra insumos para iniciar esquemas de mejoramiento por resistencia 
genética en la especie y estudiar la asociación de marcadores con la respuesta de 
resistencia en diferentes ambientes en campo o la asociación con otros rasgos de 
interés en el cultivo de la uchuva como la calidad organoléptica y nutricional para la 
generación eficiente de variedades con resistencia durable y calidad de fruto; así 
también, el propósito es contribuir a disminuir el impacto social y ambiental negativo que 
a su vez permita suplir la demanda del mercado global del producto.  
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Objetivos 
General  
Identificar asociaciones entre marcadores SNPs y respuesta de resistencia al patógeno 
Fusarium oxysporum en una colección germoplasma de uchuva (Physalis peruviana L.) 
en condiciones de invernadero. 
 
Específicos 
1. Seleccionar una colección de trabajo de accesiones de Physalis peruviana con 
base en datos de pasaporte, caracterizaciones y evaluaciones fenotípicas previas. 
 
2. Evaluar la respuesta de resistencia de la colección de trabajo a Fusarium 
oxysporum en condiciones de invernadero como insumo para estudios de 
asociación y mejoramiento del cultivo. 
 
3. Realizar la genotipificación por secuenciación (GBS), de la colección de trabajo y 
determinar su estructura genética. 
 
4. Determinar la asociación entre los marcadores SNPs obtenidos por GBS y el 
fenotipo de resistencia evaluados en la colección de trabajo. 
 
 

 1. Capítulo 1. Evaluación de la respuesta de 
resistencia a Fusarium oxysporum en una 
colección de trabajo de Physalis peruviana  
1.1 Estado del arte 
1.1.1 Familia Solanaceae  
Las solanáceas son el tercer taxón más importante a nivel comercial en plantas y se 
encuentran ampliamente distribuidas en las regiones tropicales y templadas de todos los 
continentes, pero están concentradas principalmente en Australia, América Central y 
América del Sur. La familia se caracteriza por presentar hojas muy variables, sus 
inflorescencias están en cimas axilares o en combinaciones de cima, aunque en 
algunas especies se encuentra una flor solitaria, ésta tiene cinco sépalos, generalmente 
persistentes (cáliz), una corola formada por cinco pétalos unidos formando un tubo, 
cinco estambres y un gineceo formado por un pistilo bicarpelar (Knapp et al., 2004). 
 
 
La familia comprende 96 géneros y alrededor de 10.000 especies en su mayoría de tipo 
herbácea aunque existen algunos árboles y arbustos, siendo el género más conocido 
Solanum con alrededor de 2.000 especies. Existen especies de interés farmacológico 
como tabaco común (Nicotiana tabacum); de interés ornamental como petunia (Petunia 
hybrida) y de interés agronómico como la papa (Solanum tuberosum), base de la 
alimentación de muchos pueblos en el mundo; la berenjena (Solanum melongena), el 
jitomate o tomate rojo (Solanum lycopersicon); diversos pimientos y chiles picantes del 
género Capsicum; el tomatillo o tomate verde de diversas especies como Physalis 
pubescens, Physalis ixocarpa y el alquequenje Physalis angulata (Knapp et al., 2004). 
Adicionalmente, las especies S. tuberosum y S. lycopersicon han sido utilizadas como 
plantas modelos y actualmente sus genomas estas siendo ampliamente estudiados para 
ayudar a esclarecer procesos de evolución, domesticación, desarrollo, defensa en 
plantas, síntesis de metabolitos, mapeo por asociación y mejoramiento genético 
(Mueller et al., 2009; Xu et al., 2011).  
1.1.2 Género Physalis 
Este género predominantemente americano se distribuye en Estados unidos, 
Centroamérica, América del Sur, las Antillas y México; este último se considera como el 
centro de diversidad puesto que allí se encuentran la mayoría de las especies silvestres 
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y semisilvestres de este taxón. En el género, se encuentran alrededor de 100 especies 
incluidas anuales, perennes y herbáceas, siendo las más conocidas: P. pruinosa L., 
utilizada para frutos en conserva; P. alkekengi L., como ornamental; P. peruviana L., la 
más utilizada por su fruto azucarado, e igualmente los frutos de las especies P. 
angulata, P. mínima y P. ixocarpa, son comestibles (Quiros, 1984; Ligarreto et al., 
2005).  
1.1.3 Uchuva (Physalis peruviana L.) 
La uchuva es una especie diploide, pertenece a la familia de las Solanáceas y al género 
Physalis, y cuenta con alrededor de ochenta ecotipos en estado silvestre, que se 
caracterizan porque sus frutos están encerrados dentro de un cáliz, se encuentra 
principalmente entre los 2.000 y 2.650 metros de altitud y en temperaturas que oscilan 
entre 13o y 18oC (Pérez, 1996; Ligarreto et al., 2005).  
! Clasificación taxonómica 
La clasificación taxonómica de Physalis peruviana L., tomada de National Plant Center 
(USDA, 2013) es: 
 
Rango Nombre científico 
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
División Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Physalis
Especie Physalis peruviana L.
 
 
Nombres comunes: Capulí, guinda serrana, aguaymanto, tomatillo, uvilla (Perú); capulí 
o motojobobo embolsado (Bolivia); uchuva, uvilla, guchuba, (Colombia); cereza de judas, 
topo-topo (Venezuela); uvilla (Ecuador); cereza del Perú (México); otros, amor en bolsa, 
cuchuva, lengua de vaca, sacabuche, tomate silvestre, etc. (Lagos et al., 2001). 
! Morfología  
Es una hierba arbustiva perenne que se desarrolla en zonas tropicales y subtropicales, 
con altitudes entre los 1.500-3.000 msnm, presenta hojas acorazonadas y pubescentes, 
puede alcanzar una altura 1,5 m, mediante un patrón de crecimiento simpodial, sin 
embargo, si se realizan podas y se utilizan soportes las plantas pueden llegar a medir 2 
m. Adicionalmente, posee una raíz pivotante, fibrosa y ramificada que puede alcanzar 
una profundidad hasta de 2 m. Su tallo es herbáceo, cubierto de una vellosidad suave, 
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con nudos y entrenudos, una vez el tallo forma de 8 a 12 nudos, presenta dos 
ramificaciones discales que producen cuatro tallos generativos. Las flores tienen una 
corola amarilla de forma tubular, son hermafroditas y pentámeras que son polinizadas por 
insectos o por el viento; la autopolinización también es común (Vallejo, 2003; Ligarreto et 
al., 2005). 
 
 
El cáliz, pequeño al comienzo del desarrollo del fruto, crece hasta formar una estructura 
similar a una vejiga de unos 5 cm, la cual encierra completamente el fruto maduro. El 
cáliz al madurar adquiere una textura similar a la del pergamino y su color se vuelve 
pajizo. En climas más cálidos la planta puede florecer y fructificar durante todo el año. 
Los frutos casi redondos son bayas amarillas y brillantes que miden entre 1,25 y 2,5 cm 
de diámetro y pesan entre 4 y 10 gramos; además contienen muchas semillas aplanadas, 
abundantes, de tamaño pequeño y desprovisto de hilos placentarios (ídem). 
! Origen y distribución  
El centro de origen y diversificación de la uchuva aún no está esclarecido, sin embargo, 
se cree que está en los Andes, principalmente de Colombia, Perú y Ecuador. De acuerdo 
a Legge (1974) se considera que el centro de origen fue en los Andes peruanos y 
también se reporta como nativa de Chile, donde los frutos son comestibles y 
comercializados aunque en baja proporción puesto que su cultivo en estas zonas aún no 
es importante. Esta especie fue introducida por los españoles en Sudáfrica hace más de 
200 años como especie antiescorbuto y distribuida a Kenia, California, Gran Bretaña, 
Australia, Zimbabwe, Nueva Zelanda, Hawái y la India. 
 
 
Esta especie se ha herborizado en los departamentos de Antioquia, Boyacá, Cesar, 
Cundinamarca, Huila, Magdalena, Nariño, Putumayo, Quindío y Tolima, a altitudes entre 
1.300 y 3.700 msnm con temperaturas que oscilan entre 8 y 14°C y una precipitación de 
600 mm/año, a diferencia de países como Nueva Zelanda en donde crece a nivel del mar 
(Almanza & Fischer, 1993; Zapata et al., 2002; Ligarreto et al., 2005). Se introdujo en 
África e India y hoy existen más de 80 tipos cultivados a nivel mundial, diferenciables por 
el porte de la planta, la forma del cáliz, el tamaño, el color y el sabor del fruto. Las plantas 
fueron cultivadas y establecidas por primera vez, en el Cabo de la Buena Esperanza 
antes de 1.807. También es cultivada en el sur de África a pequeña escala en Gabón y 
en otras partes de África Central. Poco después fue llevada a Australia, donde es una de 
las pocas frutas frescas de las primeras establecidas en el sur de Nueva Gales. Allí ha 
sido cultivada a gran escala y naturalizada, como también en Queensland, Victoria, sur 
de Australia, occidente de Australia y norte de Tasmania (Legge, 1974; Rodríguez & 
Bueno, 2006). 
! Usos e importancia 
El fruto de la uchuva posee altos niveles de vitaminas A y C, así como calcio, fósforo y 
hierro. Por ejemplo, en relación con especies cercanas como Physalis minima L, el 
contenido de potasio es de 2,43 mg y en uchuva se presenta 210 mg, siendo muy alto el 
contenido de este mineral para un frutal (Musinguzi et al., 2007). Adicionalmente, puede 
consumirse sin procesar, como fruta deshidratada y debido a sus altos contenidos de 
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pectinasa, es posible la elaboración de mermeladas, dulces, jaleas y helados a bajos 
costos de producción, además puede usarse en pastelería y repostería (Bonilla et al., 
2008b). En diferentes regiones de Colombia se le atribuyen propiedades medicinales, 
tales como: purificar la sangre, disminuir la albúmina de los riñones, aliviar problemas en 
la garganta, próstata y bronquiales, fortificar el nervio óptico, limpiar las cataratas y 
prevenir la osteoporosis (Almanza & Fischer, 1993). 
 
 
Recientemente, a los extractos de uchuva a partir de partes aéreas de la planta, se les 
han atribuido propiedades anticancerígenas, antibacterianas y repelente a insectos, 
gracias a compuestos bioactivos como los witanólidos, fenoles y etanólicos (Wu et al., 
2006; Quispe et al., 2009; Fang et al., 2012). Extractos supercríticos de dióxido de 
carbono (SFE-CO2) mostraron un efecto inhibidor en la proliferación de líneas celulares 
cancerígenas humanas H661 de pulmón (Wu et al., 2009) y una actividad antioxidante y 
antiinflamatoria atribuidas a los altos contenidos de fenoles y flavonoides (Wu et al., 
2006; Franco et al., 2007). Existen estudios que indican que el consumo de esta fruta 
disminuye la concentración de glucosa en la sangre después de 90 minutos en adultos 
jóvenes, causando un mayor efecto hipo glicémico después de este período (Rodríguez 
& Rodríguez, 2007). Así mismo, el compuesto 4-Hidroxi-witanólido E aislado de hojas y 
tallos de uchuva demostró ser un potencial agente terapéutico contra el cáncer de 
pulmón (Yen et al., 2010). De esta manera, P. peruviana es una planta promisoria en el 
campo biomédico así como en el área de alimentos funcionales. 
 
 
Adicionalmente, la uchuva se adapta a una amplia gama de condiciones agroecológicas 
y está clasificada como una especie muy tolerante, debido a su adaptabilidad a climas 
como el del mediterráneo y suelos de cualquier tipo. Su siembra es recomendada como 
cobertura para proteger terrenos de la erosión, debido a su crecimiento vigoroso y 
expansión rápida (Medina, 1991). Esta especie es de las más promisorias para el 
desarrollo del Altiplano Colombiano. Sin embargo, muchos de los materiales silvestres 
han desaparecido y los que aún existen en diferentes regiones de nuestro país están en 
peligro de desaparecer.  
! Producción nacional y exportación 
En el país actualmente se cultivan tres ecotipos: Kenia, Sudáfrica, y Colombia. Este 
último, se caracteriza por tener una mejor coloración y mayor contenido de azúcares en 
el fruto, por lo que tiene mayor demanda en los mercados internacionales, contribuyendo 
a que Colombia se convierta en el principal productor mundial (Almanza & Fischer, 1993; 
Florez et al., 2000; Bonilla et al., 2009). Debido al potencial para desarrollar distintos 
productos, la uchuva es hoy la fruta más importante en términos de exportaciones para 
Colombia, excluyendo banano y plátano, siendo los principales países de destino de 
exportaciones de uchuva fresca: Países Bajos (8.557 toneladas), Alemania (6.822 
toneladas), Bélgica (4.711 toneladas), Suecia (1.531 toneladas), Reino Unido (783 
toneladas), Francia (688 toneladas), Canadá (508 toneladas), y Estados Unidos (366 
toneladas). Con un menor volumen exportado, figuran países de destino como España, 
Suiza, Italia, Brasil y Japón (Bonilla et al., 2009; MADR, 2009). 
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El mercado del fruto de la uchuva en fresco presentó un desarrollo prominente en la 
última década representando un total de 28,5 millones de dólares en las exportaciones 
del 2012. Su cultivo ha crecido aceleradamente durante los últimos años con una tasa 
anual de 44%, pasando de 6 hectáreas cosechadas en 1993 a 749 hectáreas en el año 
2012. Igualmente sucede con la producción nacional, que se incrementó de 4 toneladas 
producidas en 1993 a 11.273 toneladas en el año 2012, con una tasa de crecimiento 
promedio anual del 36,9%. De esto se deduce que los rendimientos crecieron, pasando 
de una productividad de 0,7 toneladas/hectárea en 1993 a 15 toneladas/hectárea en 
2012. La producción en Colombia para el año 2012 se concentró en el departamento de 
Boyacá con un 50,62%, seguido por Antioquia con un 21,54% y Cundinamarca con un 
15,68%. Sin embargo, en comparación con datos de años anteriores se identificó una 
disminución en hectáreas y toneladas producidas, que para el año 2009 fueron de 1.087 
hectáreas y 19.333 toneladas (MADR, 2009; Agronet, 2013). 
 
 
Estas pérdidas se han atribuido en gran parte a importantes problemas fitosanitarios, 
siendo el más limitante el ocasionado por el hongo Fusarium oxysporum (Zapata et al., 
2002; Angulo, 2003), que afecta seriamente la producción para el mercado interno y de 
exportación ocasionando pérdidas hasta del 100% (González & Barrero, 2011). Este 
problema está afectando seriamente la sostenibilidad económica y ambiental del cultivo, 
debido a la magnitud de las pérdidas que reportan los agricultores y comercializadores y 
al abuso de fungicidas de síntesis química que se emplean para su control. La 
comercializadora NOVACAMPO ha reportado pérdidas del 60% al 80% en los últimos 
años con genotipos de Sumapaz (Cundinamarca); adicionalmente, reporta que en Villa 
de Leiva (Boyacá), del 40 al 50% de la producción se perdió por traslado de semilla 
infectada con el patógeno (Matallana, Comunicación personal, González & Barrero, 
2011). A pesar de esto, existen muy pocos estudios encaminados hacia la generación de 
conocimientos sobre esta especie que brinden solución a los problemas fitosanitarios, ya 
que la mayoría de estudios han estado más relacionados con la fisiología del cultivo 
! Recursos genéticos de P. peruviana y especies relacionadas 
La información sobre especies pertenecientes al género Physalis no se encuentran bien 
documentadas para el país, puesto que no se conoce la procedencia en la mayoría de 
materiales. Ligarreto et al. (2005), reporta que en el país existe una colección de 222 
entradas del género Physalis en la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira; 98 
accesiones en los Bancos de germoplasma de Corpoica en los centros de investigación 
de la Selva, en Rionegro (Antioquia), y de Tibaitatá, en Mosquera (Cundinamarca); y una 
colección de menor proporción distribuidas entre la Universidad de Nariño y otras 
instituciones de educación. En el año 2010 se realizó una revisión del estado del arte de 
los recursos genéticos vegetales en Colombia y se determinó que existen 57 accesiones 
de uchuva conservadas en semilla en el banco administrado por CORPOICA, de las 
cuales 48 son materiales nacionales y 9 internacionales (Valencia et al., 2010). Para el 
año 2012 se reportaron más de 150 accesiones en una colección de germoplasma en 
CORPOICA incluyendo las 57 accesiones representadas por P. peruviana y taxa 
relacionados como P. angulata, P. floridiana Rydb., P. pruinosa L., P. philadelphica, y P. 
ixocarpa (González & Barrero, 2011). En cuanto a las colecciones internacionales se 
encuentran representadas por variedades tradicionales silvestres y algunos materiales 
mejorados como en el caso de Brasil y México. El número bajo de accesiones para este 
género a nivel internacional se da por la falta de inventarios y de instituciones que 
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conserven germoplasma; además, la uchuva no es considerada como una prioridad de 
conservación al ser una especie emergente y la taxonomía del género no ha sido 
estudiada en su totalidad, no obstante, se ha reportado como variables mínimas de 
descripción taxonómica el tipo de ramificación, el color del tallo, el hábito de crecimiento, 
el borde de la hoja y los grados brix del fruto (Tabla 1-1).  
 
Tabla 1-1. Colecciones de germoplasma del género Physalis.  
 
País Institución Colección
Brasil EMBRAPA (Cenargen) Physalis spp., 4 variedades mejoradas
Chile U. Austral Physalis spp., 2 especies silvestres 
Costa Rica Catie, Turrialba, Cartago P. ixocarpa, 16 entradas de Guatemala, Mexico, EUA, ZairePhysalis spp., 68 entradas de Guatemala y México
Ecuador Iniap, Santa Catalina, Quito Physalis spp., 23 variedades tradicionales
 Francia CIRAD-FLOR P. peruviana, 1 entrada de Francia
Guatemala U. de San Carlos ICTA, Guatemala
Physalis spp., 59 variedades tradicionales
Physalis spp., 42 variedades tradicionales
Mexico Inifap, Mexico, D.F. U. Autónoma de Chapingo
Physalis spp., 190 entradas
P. philadelphica, 400 entradas de materiales nativos
Perú U. Nacional San Antonio Abad del Cuzco P. peruviana, 12 entradas silvestres
 
 
(Fuente: Knudsen, 2000); Ligarreto et al., 2005). 
! Caracterizaciones fenotípicas 
En Colombia, las colecciones albergadas en los bancos de germoplasma, han sido 
parcialmente evaluadas para atributos morfológicos y agronómicos (Pulgarín, 1989; 
Arbeláez & Mora, 1990; Espinosa et al., 2004; Ligarreto et al., 2005; Trillos et al., 2008; 
Palomino, 2010). Dentro de los primeros trabajos que se reportan está el realizado en el 
departamento de Antioquia por Pulgarín (1989), quien realizó una caracterización 
fenotípica preliminar de 13 materiales de uchuva procedentes de Ecuador y Colombia y 
reportó que la mayor variabilidad esta para los caracteres de forma y tamaño del cáliz, 
forma y peso del fruto. Ligarreto et al., (2005) para el trabajo anterior reportó que el 
análisis para esos 13 materiales de uchuva, muestra que hay diez materiales con 
distancias fenotípicas muy cercanas, los cuales conforman un grupo compacto con 
pequeñas diferencias, debidas principalmente a efecto del ambiente. Posiblemente se 
trata de un mismo material con amplia dispersión a través de la zona andina de Colombia 
y Ecuador. 
 
 
Posteriormente, Arbeláez & Mora (1990), evaluaron y caracterizaron fenotípicamente 68 
materiales del género Physalis, de los cuales 35 provenían de Guatemala y pertenecían 
a P. philadelphica L. y los otros 33, a P. peruviana L., procedentes de diferentes regiones 
de Colombia. Utilizaron 36 descriptores de los cuales seis no fueron útiles por no 
Capítulo 1 11 
 
 
presentar variabilidad en la colección. Estos descriptores corresponden a características 
cualitativas poco influenciadas por el ambiente, como antocianina en las venas foliares, 
pubescencia en el estilo, color de la corola, color de las manchas de la corola, color del 
fruto inmaduro y forma del cáliz. Igualmente, Espinosa et al., (2004) realizaron la 
caracterización de 222 accesiones provenientes de Nariño, Valle del Cauca, Caldas, 
Cauca y Cundinamarca y la evaluación morfológica en 24 introducciones de la colección, 
analizando diez variables cualitativas y 17 cuantitativas y en una segunda etapa, 
evaluaron variables de interés en el fruto como peso, tamaño, número de semillas y 
contenido de sólidos solubles en 65 introducciones de la colección.  
 
 
En los últimos años la Universidad Nacional de Colombia realizó un estudio para la 
caracterización morfológica de 29 accesiones de P. peruviana de la colección de 
germoplasma, para caracteres cuantitativos y cualitativos a nivel vegetativo y 
reproductivo. A partir de este trabajo se pudieron identificar materiales promisorios para 
los programas de mejoramiento (Palomino, 2010). Adicionalmente, Herrera et al. (2011) 
realizaron un estudio para determinar las características de calidad y productividad en 
materiales cultivados y silvestres del banco de germoplasma de la Universidad; se 
identificó que el material silvestre presenta mayores valores de grados brix, solidos 
solubles y porcentaje de rajado de fruto, siendo este una fuente importante de 
variabilidad. Recientemente, Herrera et al. (2012) analizaron la variabilidad del banco de 
germoplasma utilizando 30 descriptores (23 cuantitativos y siete cualitativos), en donde 
caracteres cuantitativos como peso y tamaño de fruto explicaron el 39,79% de la 
variabilidad de la colección y los caracteres cualitativos que más aportaron fueron 
serosidad, tamaño mediano de fruto y daño por Phoma sp. También, en el centro de 
Investigaciones C.I. La Selva de CORPOICA, se evaluaron 69 descriptores morfológicos 
en 46 accesiones de uchuva, y se concluyó que existe mayor variabilidad en los rasgos 
cuantitativos (93,1%) que en los cualitativos (72,5%) (Trillos et al., 2008).  
 
 
En el área de citogenética, Rodríguez & Bueno (2006), caracterizaron cinco ecotipos de 
uchuva mediante conteo cromosómico, encontrando variabilidad genética entre estos; 
presentando una dotación cromosómica de 2n=24 en tipos silvestres, 2n=32 en Colombia 
y 2n=48 en Kenia, en los cuales se observó también una variación en la morfología de 
los individuos. Recientemente se encontró que la especie presenta variación en el 
contenido de ADN nuclear determinada por citometría de flujo, en genotipos 2n=48 con 
respuesta diferencial al patógeno F. oxysporum que varía desde 5,77 a 8,12 pg a su vez 
indicando que el tamaño de su genoma es mayor al de papa o tomate (Liberato, 2012). 
 
 
En cuanto a evaluación de resistencia al patógeno F. oxysporum se han realizado dos 
estudios. En el primero de ellos, Rodríguez (2010), caracterizó 25 cepas de F. oxysporum 
de diferentes zonas productoras de los departamentos de Cundinamarca y Boyacá y 
concluyó que la cepa MAP5 era la más patogénica. A partir de estos aislamientos Pulido 
(2010), estudió la respuesta de resistencia en 60 accesiones de P. peruviana y taxa 
relacionados en condiciones de invernadero y encontró una accesión de uchuva y dos de 
especies relacionadas (Solanum auriculatum y Physalis floridana), con grados de 
reacción de resistencia a la enfermedad.  
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1.1.4 Género Fusarium 
En el género se han reconocido entre nueve y 78 especies, dependiendo del sistema 
taxonómico utilizado, sin embargo, hay que tener en cuenta que estos sistemas son 
bastante controvertidos dependiendo del taxónomo o del método utilizado, demostrando 
así la complejidad de identificar especies dentro de este género (Nelson, 1990). Los 
hongos de este género se caracterizan principalmente por tener una amplia distribución a 
nivel mundial y por ser de interés agrícola y económico. Son de tipo cosmopolita y 
colonizan suelo, aire y agua. Muchas especies de este género son las causantes de la 
enfermedad denominada marchitamiento vascular en una gran variedad de cultivos (ajo, 
algodón, arveja, banano, brócoli, calabacita, cebolla, chile, fresa, linaza, melón, clavel, 
tulipanes, tomate, etc.) económicamente importantes alrededor del mundo (Ortoneda et 
al., 2004; Groenewald et al., 2006). Adicionalmente, algunas especies pueden ocasionar 
infecciones oportunistas y toxinas; frecuentemente ocasiona infección fúngica en 
pacientes inmunocomprometidos y en la mayoría de los casos con resultados letales 
(Booth, 1977; Bushelman et al., 1995; Ortoneda et al., 2004). 
 
 
Dentro de este género se presenta un alto número de especies no identificadas y esto se 
debe al alto grado de variación en sus características morfológicas y fisiológicas, y esto 
se explica a su vez por la capacidad de esos patógenos de colonizar varios nichos 
ecológicos en distintas áreas geográficas (Díaz et al., 2007). No obstante, algunas 
especies de este género son benéficas en la agricultura y se utilizan como control 
biológico de ciertas enfermedades que ocasionan especies patogénicas dentro del 
mismo género como F. oxysporum, también se pueden utilizar como mico herbicidas por 
su potencial para destruir algunas malezas (Nelson, 1990).  
1.1.5 Fusarium oxysporum 
! Clasificación taxonómica 
Clasificación taxonómica de Fusarium oxysporum de acuerdo al National Center for 
Biotechnology (NCBI, 2013). 
 
Rango Nombre científico 
Reino Fungi
Phyla Ascomycota
División Deuteromyccota
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Fusarium
Especie Fusarium oxysporum 
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! Generalidades 
El hongo F. oxysporum es una de las especies de mayor importancia fitopatológica, 
cuenta con el mayor número de plantas hospedantes y es el que produce mayor daño 
económico en cultivos ya que ocasiona marchitamiento vascular seguido de la muerte de 
la planta. Este patógeno se caracteriza por producir colonias de crecimiento rápido con 
tres tipos de esporas: microconidias, macroconidias y clamidosporas y puede 
encontrarse en suelos de tipo ártico, hasta en suelos desérticos, sin contar con el amplio 
número de hospederos que puede infectar (Figura 1-1) (Nelson, 1981; Arbeláez, 2000; 
Leslie & Summerell, 2006). 
 
Figura 1-1. Caracteres morfológicos microscópicos de F. oxysporum. 
 
 
 
A. Microconidios creciendo en falsas cabezas sobre monofiálides cortas, B. Microconidios ovales 
y reniformes, C. Macroconidios con tres y cuatro septos con la célula basal en forma de pie, D. 
Clamidiosporas intercalares y terminales sencillas, en pares y en clústeres (Fuente: Rodríguez, 
2010). 
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En Colombia, en la década de los 90 se presentaron epidemias severas de F. oxysporum 
en variedades de banano lo que dio origen a la enfermedad llamada “Mal de Panamá” 
que ha sido una de las más limitantes de la producción de este cultivo en el mundo 
(Buritica, 1999). En diversas zonas productoras de tomate y de pepino cohombro en los 
departamentos de Cundinamarca y del Valle del Cauca se han presentado epidemias 
muy importantes que ocasionaron daños y pérdidas económicas. Estas enfermedades se 
han manejado especialmente con el cultivo de variedades resistentes a la enfermedad. 
En los cultivos del clavel en la Sabana de Bogotá, se han presentado epidemias severas 
con pérdidas económicas muy significativas, lo que ha impulsado a los productores a 
utilizar suelos nuevos no infestados por el patógeno y a aplicar diversas medidas de 
control químico (Arbeláez, 1992; Arbeláez, 2000). 
 
 
Esta especie se caracteriza por presentar distintas formas especiales, de difícil 
diferenciación por su morfología o por las características de las colonias, sin embargo, 
fisiológicamente son diferentes por su capacidad de parasitar y enfermar plantas 
hospedantes específicas. Esto se debe a que los exudados radicales que produce una 
planta hospedera satisfacen los requerimientos nutricionales específicos del hongo por lo 
tanto se genera un desarrollo especifico planta-hospedero (Nelson, 1981; Gordon & 
Martyn, 1997).  
 
 
Las formas especiales de F. oxysporum se subdividen en patotipos de virulencia, con 
base en su especificidad patogénica sobre determinadas variedades de una misma 
especie de planta, razón por la cual las pruebas de patogenicidad y las características de 
virulencia de los aislamientos del hongo son el principal criterio para diferenciar formas 
especiales y sus razas fisiológicas (Bosland, 1988). De acuerdo a pruebas de 
cruzabilidad en tomate y gulupa realizadas por Rodríguez (2010) y a las pruebas 
realizadas en otras solanáceas se puede sugerir la forma especial F. oxysporum f. sp. 
uchuva en las principales zonas productoras en el país (Estupiñan & Ossa, 2007).  
! Características morfológicas claves en medio Papa dextrosa agar 
La morfología de la colonia en PDA varía ampliamente. El color del micelio varía de 
blanco a violeta pálido, se producen abundantes macroconidias en una masa central 
de color naranja pálido al violeta pálido, en algunos aislamientos pueden producirse 
esclerocios de color café, azul o azul muy oscuro (Nelson et al., 1983; Leslie & 
Summerell, 2006). Usualmente se producen pigmentos de color violeta o magenta 
oscuro, pero algunos aislamientos no producen ningún tipo de pigmento (Figura 1-2). 
La tasa de crecimiento es rápida (1cm/día aproximadamente), en el anverso de la 
colonia se pueden presentar colores que van desde el azul oscuro hasta el violeta 
oscuro y esos colores pueden ser visibles a través del micelio cuando se ve la colonia 
desde arriba (Nelson et al., 1983). 
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Figura 1-2. Características macroscópicas de la cepa F. oxysporum MAP5. 
 
 
A. Anverso, B. Reverso. Se detallan caracteres como el color de la colonia, color del micelio 
aéreo y color difuminado en el agar (Fuente: Rodríguez, 2010). 
! Distribución 
La especie presenta una amplia distribución, casi se puede decir que se encuentra 
distribuida en todo el mundo. El rango de hospederos es bastante amplio, por lo que 
se encuentran reportes de especies susceptibles distribuidas en varias familias, entre 
ellas: Solanáceas (Capsicum frutescens L., Solanum melongena L. var. esculentum), 
Leguminosas (Arachis hypogaea L., Astragalus glycyphyllos L., Phaseolus vulgaris L., 
Pisum sativum L., Trifolium spp., Vicia faba L.), Cucurbitáceas (Cucumis spp.) y 
Chenopodiáceas (Beta vulgaris L., Spinacia oleracea L.) (Palma, 2004). 
! Epidemiología 
Una de las ventajas que tiene este hongo es que puede sobrevivir como saprófito en 
el suelo, sobre tejidos de plantas, sobre materia orgánica muerta, igualmente por sus 
diferentes tipos de esporas puede sobrevivir como micelio (Castaño, 1994). En 
estudios efectuados por Agrios (1995) se identificó que en plantas afectadas por 
nematodos se incrementa la severidad e incidencia de F. oxysporum. Adicionalmente, 
las pudriciones de la raíz ocasionadas por el patógeno pueden aumentar su 
severidad cuando la planta hospedante es expuesta a bajas temperaturas, sequias 
intermitentes, exceso de agua, uso de herbicidas y por la compactación del suelo. La 
temperatura óptima para el desarrollo del patógeno está entre 25 y 30oC, una 
temperatura mínima de 5oC y una temperatura máxima de 37oC, el punto terminal de 
muerte en el suelo es entre 57,5ºC y 60oC durante 30 minutos. La esporulación 
óptima ocurre entre 20ºC y 25oC, con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. El pH 
óptimo es de 7,7 y puede desarrollarse entre 2,2 y 9,0 y unido a esto una humedad 
relativa del 80%, deficiencias nutricionales del suelo y mucha sombra son factores 
ambientales que favorecen el desarrollo de la enfermedad (Nelson, 1981; Procafé, 
1998).  
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! Métodos de control  
Existen dificultades para el control de este patógeno, relacionadas con la resistencia 
que este hongo ha desarrollado a muchos de los fungicidas comúnmente utilizados; 
su persistencia en los suelos debido a la capacidad de producir estructuras de 
resistencia y su versatilidad fisiológica que lo hacen un microorganismo cosmopolita 
(Beckman, 1987). Como métodos de control se han utilizado la rotación de cultivos, la 
cual no es completamente efectiva porque las clamidosporas sobreviven mucho 
tiempo en el suelo, la fumigación de éste suministra un buen control inicial, pero su 
recolonización ocurre muy rápidamente, el uso de compost o compost enriquecido 
con microorganismos seleccionados, también ha sido utilizado como control, pero 
infortunadamente en muchos casos sin resultados satisfactorios (Pera & Calvet, 
1989; Fravel et al., 2003). De otra parte, el control del pH del suelo (6-7), la reducción 
de los niveles de nitrógeno, y métodos de control biológico, basados en la utilización 
de hongos antagonistas pertenecientes al género Trichoderma (Cotes et al., 2001) y 
de bacterias, especialmente las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal 
(Kloepper et al., 2004; Compant et al., 2005; Linderman, 2006), han demostrado 
habilidad para inducir resistencia en la planta y reducir la enfermedad.  
 
 
El uso de variedades con resistencia genética ha sido considerada como la mejor 
estrategia dentro de un contexto de manejo integrado, como ha sido demostrado para 
tomate, entre otros cultivos (Szczech et al., 1993; Staniaszek et al., 2007; Tanyolaç & 
Akkale, 2010). Así mismo, de acuerdo con Gasco et al., (2004), es importante tener 
en cuenta que la eficiencia de los cultivares resistentes en el control de enfermedades 
se ve comprometida por la capacidad evolutiva de los patógenos, ya que puede 
suceder que se establezcan en las poblaciones naturales razas patogénicas 
(definidas como biotipos del agente patogénico sobre cultivares portadores de genes 
de resistencia específica) y patotipos (definidos como biotipos del agente capaces de 
causar síndromes de diferente severidad en cultivares de su huésped) capaces de 
superar la expresión de resistencia en la planta. Sin embargo, en el caso de la 
uchuva, no se han desarrollado cultivares resistentes a F. oxysporum, por lo que se 
ha incentivado el desarrollo de estudios encaminados a aumentar el conocimiento de 
la variabilidad genética tanto de la planta como del patógeno (González & Barrero, 
2011).  
! Síntomas de la enfermedad   
La enfermedad en síntomas externos se caracteriza por la aparición de 
amarillamiento parcial de las hojas basales y gradualmente va alcanzando a hojas 
más jóvenes conduciendo paulatinamente al marchitamiento y muerte de la planta. 
Igualmente se presenta pérdida de turgencia, epinastia, clorosis de hojas, postración 
de la planta y necrosamiento del cuello del tallo (Palma, 2004; Rodríguez, 2013). En 
cuanto a los síntomas internos, las raíces principales de las plántulas jóvenes se 
tornan de color café con fisuras longitudinales provocando que la epidermis de la raíz 
se desprenda fácilmente; las raíces secundarias son destruidas. Algunas infecciones 
permanecen latentes, no producen síntomas al instante sino hasta cuando las 
condiciones del medio son mas favorables (Girón, 1990). El tejido cortical de raíces 
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presenta lesiones de color café-rojizo y luego se extiende de 5 a 10 cm desde la raíz 
por el tejido vascular del tallo (no más de 25 cm sobre el nivel del suelo) (Palma, 
2004). 
 
! Medición de la enfermedad 
 
La medición de la intensidad de una enfermedad, es un requisito indispensable en 
estudios epidemiológicos, como la caracterización cuantitativa de epidemias, en 
estudios aplicativos de pronóstico, en la comparación de diversas prácticas de 
manejo de enfermedades, así como para determinar la importancia económica de las 
mismas por medio de los modelos de estimación de pérdidas (Kranz, 1988; Campbell 
& Madden, 1990). 
 
 
En el caso de la medición de una enfermedad con base en severidad, constituye un 
problema complejo en comparación con una medición con base en incidencia ya que 
se pueden cometer errores de precisión, exactitud, reproducibilidad y eficiencia. 
Partiendo de este hecho, la información que proporciona la severidad puede tener un 
alto costo que debe minimizarse, siendo una forma, el seleccionar un sistema de 
medición que permita aproximar satisfactoriamente el valor de una medición estimada 
al valor real del grado de una enfermedad (James, 1974; Cassanello et al., 1989; 
Campbell & Madden, 1990). 
 
 
Existen diversos métodos automatizados para medir la intensidad de una enfermedad 
(sistemas remotos, uso de video), así mismo, paquetes informáticos como el software 
Distrain (Tomerlin & Howell, 1988), usado para estimaciones de severidad de 
enfermedades en hojas de cereales y el software Assess 2.0 (Lamari, 2008), utilizado 
para determinar los porcentajes de daños en hojas y tallos. Sin embargo, las 
desventajas de estos métodos informáticos son principalmente los costos, una 
posible destrucción de las muestras por la manipulación y además de que es 
necesario que el tejido lesionado presente un fuerte contraste con respecto a los 
tejidos sanos (Bade & Carmona, 2011). Por lo anterior, es necesario tener en cuenta 
que para el patosistema F. oxysporum - P. peruviana la sintomatología de 
amarillamiento de las hojas no representa claramente el avance de la enfermedad por 
ser un patógeno del sistema radicular y adicionalmente la enfermedad se presenta de 
forma sistémica, es decir, que se pueden afectar todos los órganos de la planta por lo 
que el uso de este tipo de software puede sesgar los resultados finales, tal y como se 
ha reportado en estudios conducidos por Bade & Carmona, (2011) con roya común 
causada por Puccinia sorghi en maíz en donde el emplear un software para el conteo 
de lesiones se presentaron resultados imprecisos, siendo aconsejado para este caso 
el uso de métodos visuales ya que presentan porcentajes de sobrestimación menores 
al 25%. 
 
 
Para el patosistema Fusarium – uchuva se ha generado una escala de severidad de 
síntomas de 0 a 4 y de 0 a 9, siendo 0 las plantas resistentes y 4 o 9 las más 
susceptibles (Tabla 1-2) (Pulido, 2010; Enciso-Rodríguez et al., 2013). De los 
métodos visuales, el uso de escalas es lo más comúnmente utilizado, a pesar de que 
la gran mayoría son arbitrarias en cuanto al intervalo seleccionado entre las diversas 
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clases, que usualmente se emplean para categorizar diferentes grados de intensidad 
de una enfermedad. Así, aunque se requiere pensar en mediciones cuantitativas no 
subjetivas para este patosistema mediante fenotipificación moderna, el estado del 
arte actual indica que es mas adecuado el uso de la escala más fina de 0 a 9. 
Igualmente, otro método para disminuir el error es analizar los datos de severidad 
mediante curvas de progreso de la enfermedad (López, 2000; Soto et al., 2002). 
! Área bajo la curva del progreso de la enfermedad 
El patrón de comportamiento de una enfermedad en cuanto al número de lesiones, la 
cantidad de tejido afectado o el número de plantas enfermas, es posible representarlo 
por una curva que muestra el avance de la enfermedad a través del tiempo. Este tipo 
de representaciones graficas se conocen como curvas de progreso de la enfermedad 
(CPE) y, es el resultado de graficar la cantidad de enfermedad, en una población de 
plantas contra el tiempo; esta graficación se puede hacer utilizando los datos en 
forma acumulada, no acumulada (no se tiene en cuenta la infección o la planta 
enferma del período de tiempo anterior) y, la forma transformada. La curva idealizada 
del desarrollo de una enfermedad, es sigmoide, similar a la curva clásica del 
crecimiento biológico en donde el punto de origen y la forma de la curva, indican el 
período de aparición y la cantidad de inóculo inicial; la resistencia o susceptibilidad 
del hospedero durante su crecimiento; los factores climáticos y la efectividad de las 
medidas de control. El conocer este tipo de curvas permite hacer predicciones de las 
enfermedades de las plantas y así, seleccionar la mejor estrategia de control, 
aplicable en un momento y a una enfermedad en particular (López, 2000). 
 
 
Se pueden encontrar diferentes curvas de progreso. En la figura 1-3, se muestran las 
curvas para algunas enfermedades virales, bacteriales y causadas por hongos. Se 
puede observar en estas gráficas, una gran variación en el comportamiento de las 
curvas y que la duración de la epidemia en días, semanas o años, varía entre los 
diferentes patosistemas. Los análisis para este tipo de gráficas han sido ampliamente 
estudiados y revisados, sin embargo, López (2000) sugiere que para la cuantificación 
de una enfermedad es muy importante diferenciar entre modelos para epidemias 
causadas por patógenos monocíclicos y policíclicos. Para los estudios de los 
patosistemas frecuentemente se utiliza el área bajo la curva de progreso de la 
enfermedad (AUDPC por sus siglas en inglés) ya que combina múltiples 
observaciones en un solo valor, tal como se ha reportado en estudios en tizón tardío 
en papa (Parker & Navia, 1991; Carrasco et al., 1997; Haynes & Weingartner, 2004; 
Mohapatra et al., 2008). 
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Figura 1-3. Curvas de progreso de la enfermedad en diferentes patosistemas. 
 
 
 
a. Virus de la mancha anular del papayo VMAP (monocíclico) b. Cáncer de los cítricos 
(Xanthomonas campestris pv. citri) (policíclico), c. Pudrición de la raíz en algodón 
(Phymatotrichum omnivorum), d. Virosis en una planta perenne (Fuente: López, 2000). 
 
El área bajo la curva del progreso de la enfermedad es una herramienta cuantitativa útil 
para medir la intensidad de la enfermedad a través del tiempo, para comparaciones a 
través de los años, lugares, o las tácticas de gestión. Su mayor ventaja es su simplicidad 
para realizar cálculos pues usa múltiples evaluaciones y no necesita realizar 
transformación de datos. Además, es muy útil para realizar análisis comparativos entre 
variedades, genotipos o tratamientos en el mismo experimento y en la misma estación de 
cultivo. El método más utilizado para la estimación de la AUDPC, el método trapezoidal, 
se usa para normalizar la variable de tiempo (horas, días, semanas, meses o años) y 
calcular el promedio de intensidad de la enfermedad entre cada par de puntos de tiempo 
adyacentes (Madden et al., 2007). Es posible considerar los puntos de tiempo de muestra 
en una secuencia (ti), donde el intervalo de tiempo entre dos puntos de tiempo puede ser 
consistente o puede variar, y también es posible asociar medidas del nivel de la 
enfermedad {Χi}. Definimos Χi = Χ0 como la infección inicial o el nivel de enfermedad en 
el momento ti = 0 (es decir, la primera observación de la enfermedad en nuestro estudio). 
A (ti+1), el AUDPC en Τ = ti+1, es la enfermedad total acumulada hasta t = t+1, dada por 
la formula descrita por (Shaner & Finney, 1977) (ver ecuación 1.1). 
 
(1.1)                                 AUDPC = Χ i+1 +Χ i )( / 2"# $%
i=1
n
∑ Τ i+1( − ti )  
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Tabla 1-2. Escala de severidad para marchitez vascular en P. peruviana. 
Nombre de la 
categoría Grado
Severidad 
(%) Síntomas
1 ≤ 5 Lesiones paupérrimas en hojas; decoloración exigua.
2 ≥ 6 - ≤10
Lesiones escasas en las hojas, 
decoloración al amarillo pálido, bordes 
de las hojas deshidratados. 
3 ≥11-≤ 20
Hojas con bordes “quemados”, sin o 
con poca turgencia, clorosis; infección 
ligera a moderada en el tallo.
4 ≥21-≤ 40
Decoloración al amarillo pálido, clorosis, 
bordes de las hojas deshidratados y 
quemados, sin turgencia, infección 
ligera en el tallo.
5 ≥41-≤ 60
Infección severa de las hojas, hojas 
cloróticas, deshidratadas hacia la 
nervadura central y bordes “quemados”; 
postración del pedicelo; pérdida total de 
turgencia; infección moderada en el 
tallo, base del tallo color violeta.
6 ≥61-≤ 70
Lesiones severas en las hojas, 
“quemadura” total, marchitamiento, 
clorosis, necrosis y/o defoliación 
prematura; postración del tallo, mancha 
morada en la base de este.
7 ≥71-≤ 80
Hojas muertas ó con 100% de 
marchitamiento, clorosis, necrosis y/o 
defoliación prematura, postración 
aguda, mancha morada o violeta del 
tallo evidente.
9 ≥91 -≤ 100 Muerte
Fenotipo
2. Moderadamente 
Susceptible
3. Susceptible
0. Resistente
0 0 Ningún síntoma visible 
1. Poco Susceptible
Hojas muertas, marchitez total, 
defoliación severa y tallo sin fuerza.
4. Altamente 
susceptible
8 ≥81 -≤ 90
 
(Fuente: Pulido, 2010; Enciso-Rodríguez et al., 2013). 
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1.2 Materiales y métodos  
1.2.1 Selección y multiplicación de la colección de trabajo de P. 
peruviana 
La colección de trabajo se seleccionó a partir del banco de germoplasma de uchuva 
(Physalis peruviana L.), administrado por la Corporación Colombiana de Investigación 
Agropecuaria, CORPOICA, el cual se encuentra conformado por más de 150 accesiones 
provenientes de repositorios nacionales de la Universidad Nacional de Colombia, la 
Universidad de Nariño, y CORPOICA, así como repositorios internacionales del 
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y jardines botánicos. El 
material, está representado por accesiones silvestres y cultivadas provenientes de 
distintos departamentos de Colombia y otros países. Adicionalmente, se incluyeron 
genotipos reducidos en su numero gamético de 2n=48 a 2n=24 usados actualmente para 
la producción de líneas doble haploides resultantes de cultivo de anteras que han sido 
seleccionados de plantas madre de fincas de agricultores, por atributos como la calidad y 
tamaño de fruto (Suescún et al., 2011).  
 
Se seleccionaron 108 accesiones (ANEXO A) de uchuva de la colección anterior, para 
ser evaluadas por su respuesta de resistencia a F. oxysporum en invernadero. Estos 
materiales fueron escogidos de acuerdo con los siguientes criterios:  
 
1. Existencia de datos de pasaporte. 
2. Representatividad de zonas productoras de Colombia. 
3. Amplia distribución geográfica. 
4. Accesiones de repositorios internacionales. 
5. Distancias genéticas detectadas en la especie por análisis moleculares previos.   
6. Respuesta resistente o poco susceptible a F. oxysporum detectada en análisis 
previos (Tabla 1-2) (González & Barrero, 2011). 
7. Calidad de fruto (Grados brix ≥ 15º), peso del fruto (≥ 3 gr), evaluados en 
materiales provenientes de reducción gamética (Suescún et al., 2011). 
 
La semilla de los genotipos seleccionados, fue introducida y propagada in vitro lo cual 
permite disponer permanentemente de replicas de los genotipos para los bioensayos en 
invernadero y para diferentes estudios de genética y genómica, debido a que la uchuva 
es una especie de polinización mixta con polinización cruzada mayor al 50% (Lagos et 
al., 2008). Se utilizó el protocolo estandarizado en el Laboratorio de Genética Molecular 
Vegetal de Corpoica para la especie, el cual se resume brevemente: Las semillas se 
desinfectaron superficialmente en tubos eppendorf en cámara de flujo laminar. Para ello, 
se les agregó 1ml de alcohol durante 30 segundos, e hipoclorito de sodio al 1% más 
tween 20, durante diez minutos; luego, se descartó la solución y se enjuagó con agua 
destilada estéril. Posteriormente, se sembraron las semillas en medio (Murashige & 
Skoog, 1962), modificado, de la siguiente manera: nitratos a la mitad, vitaminas MS, 
complementado con 100mg/L de myoinositol, sacarosa al 30%, ácido giberélico al 0,1 
ppm y 3,5 gr/L de phytagel. El pH se ajustó a 5,8 y el medio de cultivo se esterilizó a 20 
PSI y 121°C. Cada tres semanas se realizaron subcultivos del esqueje del tercio apical 
para su multiplicación. Las plántulas fueron trasladadas a una cámara de incubación a 
una temperatura de 25 ± 2ºC, bajo una intensidad luminosa de 2000 lux, con un 
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad. 
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Finalmente, se realizó el endurecimiento durante tres semanas de 15 clones in vitro por 
accesión que presentara una longitud aproximada de 5 a 10 cm. Las raíces de las 
plantas fueron lavadas con agua para retirar los residuos de medio de cultivo y se realizó 
la siembra en bandejas plásticas de 50 alveolos que contenían turba. Las plantas 
trasplantadas se cubrieron con plástico, con el fin de mantener la humedad relativa alta y 
simular las condiciones a las que normalmente están in vitro. Después de unos días, el 
plástico fue retirado por periodos cortos de tiempo, adaptando las plantas a las 
condiciones del invernadero con una humedad relativa baja. 
1.2.2 Selección de cepa F. oxysporum  
Se realizó un experimento preliminar para evaluar la respuesta al patógeno de dos 
accesiones identificadas en estudios previos con reacción resistente (09U279-1) y 
susceptible (09U274-1) (Pulido, 2010). Se utilizaron tres tratamientos con dos variables 
de medición bajo un diseño de parcelas divididas; el primero de ellos consistió en una 
mezcla de cinco aislamientos monospóricos provenientes de distintas fincas productoras 
en los departamentos de Cundinamarca y Boyacá (Rodríguez, 2013) (ANEXO B), que a 
su vez incluyó la cepa MAP5, identificada como la más patogénica en caracterizaciones 
previas y sobre la cual se generó la escala de evaluación por severidad (Tabla 1-2) 
(Pulido, 2010). El segundo tratamiento incluyó únicamente la cepa MAP5 y el tercer 
tratamiento correspondió al inóculo sin ningún aislamiento como control negativo (blanco) 
del experimento, siendo la variable dependiente la severidad y el peso en fresco de las 
raíces. 
 
 
Una vez se terminó el período de evaluación se procedió a montar seis fragmentos de 
tallo de 2 cm cada uno en medio papa dextrosa agar (PDA) con estreptomicina (50µg/ml) 
y se realizó un montaje en microscopio con azul de bromofenol para corroborar la 
presencia del patógeno. A partir de los resultados de este experimento se seleccionó el 
tratamiento más patogénico usando el análisis estadístico descrito en 1.2.6 y se procedió 
a realizar el montaje con el total de las accesiones seleccionadas. La preparación del 
medio de cultivo, su producción, cuantificación e igualmente la preparación del sustrato 
para este ensayo fue el mismo utilizado para la evaluación de la colección de trabajo 
como se describe a continuación.  
1.2.3 Preparación del medio de cultivo, producción y 
cuantificación del inóculo 
Se prepararon 8,0 L de caldo papa dextrosa (CPD) para la obtención del inóculo y se 
vertieron 1000 mL en ocho frascos erlenmeyers de 1 L de capacidad cada uno y 
posteriormente se esterilizaron en autoclave a 121oC a 15 lbs de presión por 25 minutos. 
Para realizar la purificación del hongo y el incremento del inóculo, se tomó una porción 
del micelio en papel filtro de la cepa MAP5 y se sembró en el CPD y se incubó en 
agitador con agitación constante a 120 rpm durante ocho días a una temperatura 
aproximada de 27ºC. Al termino de los ocho días se verificó la pureza del medio y se 
procedió a cuantificar el inóculo previamente filtrado con gasa estéril y diluido con agua 
destilada estéril hasta obtener una concentración de 1x106 conidios/ml; el conteo se 
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realizó con cámara de Newbauer de acuerdo a la técnica propuesta por Namiki et al. 
(1994). En el caso de mezcla de monospóricos para el experimento descrito en 1.2.2 se 
realizo el mismo procedimiento con cada cepa y se mezcló la misma concentración de 
cada una para conformar el inoculo. 
1.2.4 Preparación del sustrato y siembra del material vegetal 
Se utilizaron aproximadamente 230 Kg de sustrato con proporciones 3:1:1 de suelo, turba 
y cascarilla. Adicionalmente para eliminar la flora microbiana presente en el sustrato 
usado para la siembra del material vegetal, se realizaron tres ciclos de esterilización en 
autoclave a 121oC a 15 libras de presión durante 25 minutos por tres días. El inoculó en 
concentración de 1x106 se agregó con bomba de aspersión y se humedeció a capacidad 
de campo realizando movimientos continuos del sustrato para homogenizarlo. La siembra 
se realizó en condiciones de invernadero (18-25oC de temperatura y 60-70% de HR) y 
consistió en trasplantar diez clones de cada una de las accesiones a bolsas (ocho con 
suelo inoculado previamente y dos con suelo sin inocular como control negativo). 
1.2.5 Evaluación de la enfermedad  
Las evaluaciones y pruebas con el patógeno se realizaron en los laboratorios de 
Genética Molecular Vegetal (LGMV) y Microbiología Molecular (LMM). Las pruebas de 
inoculación se efectuaron en un invernadero ubicado en las instalaciones de CORPOICA 
sede Tibaitatá. Se utilizaron 100 accesiones con ocho unidades experimentales cada 
una. y el seguimiento de los síntomas se realizó durante 47 días con mediciones a diario 
a partir del quinceavo día después de la inoculación del sustrato y cada dos días a partir 
de la tercera semana de evaluación, usando una escala propuesta por el CIAT (1987) 
para la evaluación de la marchitez vascular en Phaseolus vulgaris, ajustada al 
patosistema Fusarium – uchuva (Pulido, 2010; Enciso et al., 2013) (Tabla 1-2). 
Adicionalmente, se realizaron prácticas de manejo agronómico tales como fertilización 
edáfica con fosfato diamónico (DAP) a partir del día de siembra durante tres semanas 
cada ocho días y a partir de la cuarta semana se fertilizó con triple 15 y elementos 
menores, igualmente, se realizó aporque y tutorado a las plantas que así lo requirieron.  
1.2.6 Análisis de datos 
A partir de los datos de peso fresco de raíces se calculó: análisis de varianza y 
comparación de medias con el test de Tukey con nivel de significancia de 5%, utilizando 
el software SAS v9.1.3 (Statistical Analysis System Institute Inc., Cary, NC), con el 
objetivo de seleccionar el tratamiento más patogénico. Para la evaluación con la 
colección de 100 accesiones se tomaron como variables informativas la incidencia de la 
enfermedad y la severidad. Por incidencia se entendió el porcentaje de plantas muertas o 
con un valor de 9 (escala de severidad), obtenido a partir del número de plantas muertas 
sobre el número de plantas inoculadas. Por severidad se entendió la frecuencia de cada 
uno de los datos de la escala de severidad, de cada una de las plantas, tomando la 
media de cada accesión. A partir de estos datos en el tiempo, se realizó el cálculo de 
AUDPC, mediante la formula descrita por (Shaner & Finney, 1977). En el experimento 
con la cepa más patogénica se realizó un test de normalidad (Shapiro-Wilks) con un nivel 
de significancia del 5%, además se realizó un análisis de conglomerados a partir de un 
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análisis de componentes principales (PCA) bajo el procedimiento Princomp, con el fin de 
eliminar la información redundante de los datos. A partir del componente escogido, se 
efectuó el análisis de conglomerados utilizando el algoritmo de Ward, mediante el 
procedimiento ProcClúster de SAS v9.1.3. 
1.3 Resultados y discusión 
1.3.1 Selección de la colección de trabajo de P. peruviana 
De las 108 accesiones seleccionadas para multiplicación y clonación in vitro, se obtuvo 
de forma exitosa material vegetal para 100 que presentaron mayor enraizamiento y 
longitud de raíces (ANEXO A). Las 100 accesiones se endurecieron en cámara húmeda y 
se establecieron en invernadero (Figura 1-4). De las restantes ocho accesiones, seis 
(09U164-2, 09U108-5, 09U099-2, 09U183-3, 09U191, 09U291-1) presentaron 
contaminación en el medio del cultivo, por lo tanto no fue posible recuperarlas para su 
evaluación; y dos de ellas, (09U207-1 y 09U289-3) tuvieron un fenotipo diferente al 
conocido para P. peruviana, por lo que fueron retiradas de la evaluación. Las restantes 
100 accesiones presentaron mayor enraizamiento y longitud de raíz y de acuerdo con lo 
sugerido por López et al. en 2008, esta es una característica muy deseada para que las 
plántulas presenten buen endurecimiento al momento de ser trasplantadas a condiciones 
de invernadero.  
 
Figura 1-4. Accesiones de P. peruviana seleccionadas para evaluación de respuesta de 
resistencia a F. oxysporum en invernadero. 
 
A" B"
C"
 
 
A. Multiplicación y clonación in vitro, B. Endurecimiento en cámara húmeda, C. Establecimiento en 
invernadero.  
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1.3.2 Selección de cepa F. oxysporum  
En la prueba preliminar para selección de tratamiento de F. oxysporum se identificaron 
síntomas de necrosis vascular a los 15 días post-inoculación para el tratamiento con 
MAP5 y a los 21 días para el tratamiento con mezclas de aislamientos, presentándose la 
primera muerte a los 33 días post-inoculación para el tratamiento con MAP5 y a los 60 
días para el tratamiento con mezcla. Al cabo de 20 días de medición, se observó que los 
haces vasculares se encontraban con un mayor porcentaje de necrosis en el tratamiento 
con MAP5 que en el tratamiento con la mezcla de aislamientos y adicionalmente, se 
presentaron diferencias en el porcentaje de clorosis y amarillamiento de las hojas basales 
entre tratamientos, siendo esta sintomatología más tardía en MAP5 en comparación con 
la mezcla en los primeros estadios de la enfermedad (Figura 1-5). Como sugieren 
Barrera y Gómez (1995) citados por Estupiñan & Ossa (2007), las traqueidas del xilema 
se obstruyen, impidiendo la comunicación entre las células de los vasos conductores y el 
transporte de sustancias, lo que genera una necrosis pronunciada. No obstante, la 
diferencia en el tejido necrótico y tiempo de incubación de la enfermedad entre 
tratamientos podría responder a una posible competencia entre cepas, en el caso del 
tratamiento con mezcla, como ha sido reportado en estudios en donde se observan 
efectos antagonistas de algunos hongos que se pueden presentar por competencia por 
nutrientes y espacio, modificación de las condiciones ambientales, estímulo del 
crecimiento y activación de mecanismos defensivos de las plantas, por antibiosis y 
micoparasitismo. Estos mecanismos implican la producción de componentes y 
metabolitos como factores de crecimiento, enzimas hidrolíticas, sideróforos y antibióticos 
(Benítez et al., 2004).  
 
Figura 1-5. Síntomas de marchitez vascular producida por F. oxysporum en P. peruviana 
 
Necrosis 
Control Mezcla Map5 
A B 
Control Mezcla Map5 
 
 
A. Corte longitudinal de tallo, B. Clorosis y amarillamiento de las hojas al cabo de la tercera 
semana de medición. 
 
Los otros síntomas característicos reportados por Pulido (2010), tales como, 
marchitamiento del borde de las hojas, postración del pedicelo, pérdida de turgencia, 
defoliación prematura y muerte, se presentaron en su totalidad en el tratamiento con 
MAP5, por otro lado, en el tratamiento con mezcla fue más característico un 
entorchamiento de las hojas apicales, además no se presentó marchitamiento de los 
bordes, la pérdida de turgencia fue más pronunciada, se presentó un alto porcentaje de 
defoliación y posterior muerte (Figura 1-6). 
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Figura 1-6. Síntomas de marchitamiento vascular en uchuva (P. peruviana) inoculada con MAP5 y 
mezcla de cepas de F. Oxysporum. 
 
A 
B 
MAP5 Mezcla 
 
 
A. Estadio 2: Marchitamiento del borde de la hoja (MAP5), entorchamiento del borde de las hojas 
apicales (Mezcla), B. Estadio 5: Postración del pedicelo (MAP5), mayor perdida de turgencia, 
defoliación y muerte (Mezcla). 
 
Al confirmar la presencia del patógeno, se identificó un mayor avance en el tallo para el 
tratamiento MAP5 en donde los seis fragmentos para ambos genotipos presentaron 
micelio, sin embargo, para el genotipo tolerante la planta no murió en el transcurso del 
ensayo. Para el tratamiento con mezcla de cepas se observó que para el genotipo 
susceptible los seis fragmentos presentaron micelio a diferencia del genotipo con 
respuesta resistente en donde solo uno de ellos, el más basal, lo presentó. Por último, el 
tratamiento control no presentó micelio para ninguno de los genotipos; adicionalmente, el 
montaje en microscopio corroboró las características de F. oxysporum (Figura 1-7). Lo 
anterior, aporta evidencia a la hipótesis de la competencia por espacio de colonización y 
nutrientes entre cepas.  
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Figura 1-7. Características morfológicas y microscópicas de F. oxysporum. 
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A. Montaje en medio PDA con estreptomicina de fragmentos de tallo para los tres tratamientos, se 
observa mayor avance del tratamiento con MAP5 en el genotipo con respuesta resistente, B. 
Montaje en microscopio con azul de bromofenol, se identifican Microconidios creciendo en 
cabezas falsas característica de F. oxysporum. 
 
El tratamiento que más afectó el desarrollo del sistema radical fue el MAP5, siendo 
notable la disminución en tamaño y en peso fresco; éste último fue utilizado para realizar 
el análisis estadístico y la selección del tratamiento más patogénico. En la figura 1-8, se 
detalla el poco desarrollo radical para el tratamiento con MAP5 en comparación con el 
control y la mezcla que fueron muy similares; no obstante, para ambos casos se presentó 
atenuación en el desarrollo foliar de la planta siendo más marcado para el genotipo 
susceptible. Así, la inoculación de F. oxysporum afectó el crecimiento de la raíz 
iniciándose la infección en la raíz principal tal como lo indica Agrios (1995).  
 
Figura 1-8. Sistema radicular de uchuva posterior a la inoculación con F. oxysporum. 
 
Control 
MAP5 
Mezcla 
B 
Control 
MAP5 
Mezcla 
A 
 
 
A. Genotipo con respuesta resistente con tres tratamientos B. Genotipo susceptible con tres 
tratamientos, nótese el poco desarrollo del sistema radicular para el tratamiento con MAP5. 
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Con base en el análisis de varianza (ANOVA) como resultado del análisis de parcelas 
divididas y tomando como variable los pesos en fresco, se identificó que tanto el factor 
genotipo, como el factor de interacción de genotipo por cepa con valor p de 0,164, 0,204 
respectivamente, no son estadísticamente significativos, es decir el genotipo con 
respuesta resistente o susceptible en relación a los tratamientos de las cepas, tienden a 
tener el mismo comportamiento; por otro lado, el factor cepa si presenta un efecto en el 
ensayo con valor p de ≤ 0,0001, presentado diferencias significativas en estos 
tratamientos (Tabla 1-3). Para la variable escala de severidad (Tabla 1-2) no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas en ningún caso. Por tal motivo, se 
realizó una prueba de comparación de promedios para determinar cual de los 
tratamientos de las cepas era el que más afectaba el desarrollo del sistema radicular en 
uchuva.  
  
Tabla 1-3. Análisis de varianza para selección de aislamiento(s) de F. oxysporum. 
 
Fuente de 
variación
Grados de 
libertad
Suma de 
cuadrados
Cuadrados 
medios Valor F Pr > F
Bloque 3 8.825 2.942 0.58 0.667
Genotipo 1 17.093 17.093 3.37 0.164
Error A 3 15.199 5.067 1.39 0.251
Cepa 2 842.194 421.097 92.42 < 0.0001
Genotipo x 
Cepa 2 16.586 8.293 1.82 0.204
Error B 12 54.673 4.5661 1.25 0.263
Error de 
muestreo 96 350.621 3.652
Total& 119 1305.194
 
 
En la prueba de comparación de promedios de Tukey con un nivel de significancia del 
5%, se determinaron tres grupos de significancia estadística, siendo el tratamiento control 
el que presentó mejores niveles de respuesta a la enfermedad con un valor de media de 
74,04, seguido por el tratamiento con mezclas de aislamientos con un valor de 47,41, por 
último el tratamiento que mayor susceptibilidad a F. oxysporum presentó fue el del 
aislamiento MAP5 con un valor de 0,947. La selección de la cepa MAP5 como altamente 
patogénica, concuerda con lo reportado por Rodríguez (2013), quien determinó que la 
enfermedad tiene mayor incidencia y severidad con este aislamiento al compararlo con 
30 aislamientos de diferentes fincas productoras con alta incidencia de la enfermedad.  
1.3.3 Evaluación de la enfermedad en la colección de trabajo de 
uchuva 
En la prueba de patogenicidad en plantas de uchuva se confirmó el carácter patogénico 
de la cepa MAP5 de F. oxysporum utilizada, con 76% de incidencia y un índice de 
severidad promedio de seis. Los datos climáticos de temperatura y humedad relativa 
registrados durante el periodo en el cual se tomaron las respectivas lecturas fueron de 
35,2 º C y 80% de HR, valores que se encuentran en los reportados como óptimos para 
el desarrollo del patógeno de acuerdo a lo sugerido por Nelson (1981).  
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En la Figura 1-9 se muestra la escala de severidad utilizada en plántulas completas en 
diferentes accesiones. El marchitamiento vascular durante el ensayo presentó la 
siguiente etiología de acuerdo con Pulido (2010): las hojas de plantas infectadas o de 
partes de plantas infectadas perdieron turgencia, y la coloración fue del verde claro al 
amarillo verdoso, siendo posible identificar los genotipos en donde las hojas se 
marchitaron y finalmente murieron. Los otros síntomas que se presentaron fueron la 
epinastia, el retraso del crecimiento, el amarillamiento y la marchitez progresiva de las 
hojas y del tallo, llevando con frecuencia a la muerte de la planta (Agrios, 1995). 
Internamente se observó necrosis de los haces vasculares, caracterizada por 
coloraciones cafés, púrpuras o violetas (Leslie & Summerell, 2006). Cabe destacar, que a 
diferencia del ensayo para la selección de la cepa, se presentó enrollamiento de las 
hojas. Al respecto, Estupiñan & Ossa (2007) sugieren que las hojas pueden estar 
extendidas o enrolladas y esto depende de condiciones fisiológicas en el momento del 
ensayo. Adicionalmente, en plantas que ya se consideraban muertas se identificaron 
retoños; Pulido (2010) encontró que materiales con el mismo comportamiento vuelven a 
presentar la enfermedad con el tiempo y mueren.  
 
Figura 1-9. Escala diagramática de las plántulas de uchuva.  
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Para el test de bondad y ajuste de Shapiro-Wilks, se obtuvieron valores del estadístico W 
de 0,946 con p de 0,0004 para la variable severidad y para la variable AUDPC se 
obtuvieron valores de W de 0,974 con p de 0,045, por lo tanto se rechazó para ambos 
casos la hipótesis nula de distribución normal. Adicionalmente, para ambos casos se 
presentó asimetría, siendo de tendencia negativa para la variable de severidad con un 
valor de -0,753 y de tendencia asimétrica positiva para la variable AUDPC con un valor 
de 0,556 (Figura 1-10).  
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Figura 1-10. Distribución de frecuencias para las variables severidad y AUDPC en la colección de 
trabajo. 
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En cuanto a los valores de AUDPC, en estudios realizados en papa, Henfling (1987) 
menciona que a mayores valores de AUDPC, los materiales o genotipos evaluados son 
más susceptibles al Tizón Tardío, en cambio que los valores de AUDPC menores indican 
que dicho material presenta buenos niveles de resistencia. Para la población utilizada en 
este estudio, se obtuvo mayor cantidad de individuos con valores altos en esta variable lo 
que concuerda con lo reportado, ya que la uchuva es muy susceptible a la enfermedad 
producida por F. oxysporum (Figura 1-11). Además, la incidencia de la enfermedad ha 
venido aumentado considerablemente en los últimos años llegando a ser una de las más 
limitantes en las zonas de producción ubicadas en los municipios de Granada y Silvania 
en Cundinamarca. No obstante, se identifica un número considerable de individuos con 
valores bajos (rango de 4,7 a 31,6) en esta variable, siendo un resultado esperado al 
tener en cuenta que se utilizó como criterio de selección materiales en estado silvestre y 
otros utilizados en estudios previos de resistencia (Estupiñan & Ossa, 2007; González & 
Barrero, 2011). 
 
Figura 1-11. Índices de AUDPC para genotipos de las 100 accesiones de uchuva. 
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1.3.4 Análisis de conglomerados 
De acuerdo con Simko & Piepho (2012), usar el valor de AUDPC es efectivo para 
determinar el progreso de la enfermedad basado en diferentes observaciones durante la 
epidemia de la misma y agrupando todo en un solo valor. Sin embargo, los autores 
concluyen que esta aproximación subvalora los efectos de la primera y la última 
observación y proponen el uso de una formula alterna conocida como área bajo la 
escalera del progreso de la enfermedad (AUDPS), sin embargo, ésta requiere de 
experimentos con diseños repetidos. Por lo anterior, se propuso como una posible 
solución para corregir el factor de sesgo en el análisis de conglomerados el utilizar dos 
variables, la primera de ellas el AUDPC y la segunda, la medida de escala de severidad 
al último día de evaluación. 
 
 
Del análisis de componentes principales se determinó que el primer componente explica 
el 84.4% del total de la variación, existiendo a su vez una correlación entre las dos 
variables utilizadas, lo que sugiere que el uso de las dos variables si puede ser una 
solución al sesgo de la primera y última medida para el AUDPC. Para el dendograma se 
diferenciaron las 100 accesiones en cuatro grupos con un coeficiente de distancia de 
Ward. En un rango < 0,10 a 0,60 (Figura 1-12). Adicionalmente, a partir de los 
estadísticos de conformación de los clústeres (Tabla 1-4), se determinó que el primer 
grupo (color naranja) consistió en 16 accesiones caracterizadas por presentar valores 
promedio de severidad y AUDPC de 3,138 y 15,436 respectivamente, siendo el valor 
mínimo de la escala de severidad de 1,5 y el valor máximo de 5, correspondientes a 
resistente y moderadamente susceptible, respectivamente (Tabla 1-2). Igualmente, 
dentro de este grupo las accesiones se caracterizan por ser silvestres en su mayoría, 
además provienen principalmente de Antioquía, Boyacá, Cundinamarca y en menor 
proporción de Nariño y del Valle del Cauca; igualmente, se presentó la accesión 09U288-
7 proveniente del repositorio internacional National Plant Germoplam System del USDA. 
El segundo grupo (color azul), está conformado por 38 accesiones colectadas 
principalmente en Nariño y Antioquia, y en menor proporción en Cundinamarca, Boyacá, 
Caldas y Valle del Cauca. Dentro de este grupo se encuentran algunas accesiones de 
tipo silvestre y de tipo cultivado, y se presentan valores promedio de AUDPC de 38,205 y 
de severidad de 5,735 con valor mínimo de 3,571 y valor máximo de 7,200 (Tabla 1-4). El 
tercer grupo se conforma de 24 accesiones con valores promedio de severidad y AUDPC 
de 6,450 y 59,958 respetivamente, con valores de severidad mínimo de 5,375 y máximo 
de 7,286 (Tabla 1-4). Este grupo se caracteriza por presentar la mayoría de accesiones 
de tipo cultivado provenientes del departamento de Boyacá y Cundinamarca, igualmente 
se presentan malezas del departamento de Nariño y de Boyacá.  
 
 
Por último, el cuarto grupo (color rojo) está conformado por 22 accesiones. Se 
caracteriza por presentar la mayoría de las accesiones procedentes de reducción 
gamética para producir doble haploides, originadas de cultivo de anteras in vitro; este 
grupo es presenta los mayores valores promedio de severidad y AUDPC con 7,553 y 
83,932, con valores de severidad mínimo de 5,750 y máximo de 9,000 (Tabla 1-4). Estos 
resultados confirman al igual que Lagos et al. (2008), Trillos et al. (2008) y Herrera et al. 
(2012) que el origen geográfico no es un patrón claro de agrupamiento al usar distintos 
caracteres cuantitativos, siendo el flujo de material cultivable por su importancia 
económica una posible explicación a la ausencia de una estructura geográfica.   
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Figura 1-12. Análisis de conglomerados.  
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NOTA: La escala indica los índices de distancia con el método de Ward. 
Capítulo 1 33 
 
 
Tabla 1-4. Estadísticos de conformación de los clústeres a partir de los datos de severidad y 
AUDPC. 
 
Grupo Variable Promedio Valor mínimo
Valor 
máximo
Coeficiente 
Variación
Severidad 3.138 1.571 5.000 29.697
AUDPC 15.436 4.688 25.500 46.768
Severidad 5.735 3.571 7.200 14.526
AUDPC 38.205 16.800 66.812 27.253
Severidad 6.450 5.375 7.286 7.747
AUDPC 59.958 38.625 82.000 18.181
Severidad 7.553 5.750 9.000 10.190
AUDPC 83.932 63.500 139.312 21.406
1
2
3
4
 
 
La confirmación de las accesiones con diferentes grados de respuesta de resistencia se 
realizó mediante el análisis de incidencia de la enfermedad, en donde las mejores 
accesiones del primer grupo presentaron un porcentaje menor al 5%, las del segundo 
grupo entre 6 y 15%, para el tercer grupo entre 20 y 65% y para el cuarto grupo una 
incidencia entre el 66 y 100%. A partir de este parámetro las accesiones con respuesta 
de resistencia fueron las mismas que las del análisis anterior con la variable de AUDPC.  
 
 
Teniendo en cuenta que la mayoría de las plantas susceptibles fueron aquellas derivadas 
de cultivo de anteras para la generación de doble haploides, se podría inferir que la 
reducción del número gamético con posible reducción de la heterocigosidad podría 
causar la pérdida de alelos de genes relacionados con respuesta a la enfermedad. Lo 
anterior, asumiendo un número x=12 (Rodríguez & Bueno, 2006), para la especie y 
considerando que las plantas madre fueron reducidas en su número gamético de x=48 a 
x=24 (Suescún et al., 2011). Se requiere confirmar si la generación de doble haploides en 
la especie uchuva, con una polinización cruzada estimada en 54% (Lagos et al., 2008), 
puede ocasionar depresión por endogamia, como en otras especies de polinización 
cruzada, donde alelos deletéreos recesivos que no son expresados en estado 
heterocigoto, se expresan en el estado de homocigosis.  
 
 
Es indudable que las líneas doble haploides representan ventajas facilitando el estudio 
genético y genómico de especies, como en el caso de papa donde se hizo necesario el 
uso de una línea DH para facilitar la secuencia y anotación de su genoma (Xu et al., 
2011). También facilitan el mejoramiento de cultivos, en relación con la expresión del 
complemento completo del genoma a nivel fenotípico y la reducción del tiempo necesario 
para producir líneas homocigóticas en comparación con cruzamientos tradicionales 
(Germanà, 2009; Bhojwani & Dantu, 2010). Sin embargo, la utilidad de estas líneas en 
esquemas de mejoramiento para resistencia a patógenos como F. oxysporum en uchuva 
debe ser evaluada. Bade & Carmona (2011) y Alvarado & Moreno (2005), indican que la 
anulación total o parcial tanto de la resistencia cualitativa (conferida por una relación gen-
a-gen con los genes de virulencia del patógeno), como de la resistencia de tipo 
cuantitativa (que no exhibe relación gen-a-gen y tiende a ser efectiva de manera 
inespecífica), es consecuencia de la uniformidad genética (pérdida de heterocigosidad) y 
del uso de monocultivos. No obstante, Murovec & Bohanec (2012), sugieren que el uso 
de líneas dobles haploides en programas de mejoramiento se justifica para fijar 
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rápidamente genes deletéreos y proceder a eliminar aquellos individuos que expresen 
una característica no deseada; además, cuando la característica deseada no se expresa 
la utilidad de estas líneas es alta cuando se explota el vigor híbrido, es decir el recuperar 
la heterocigosidad es muy importante ya que permite obtener características 
agronómicas de interés.  
 
 
Adicionalmente, las accesiones de tipo cultivado, de las cuales provienen también las 
líneas de reducción gamética, presentaron susceptibilidad. La uchuva es una especie 
que paso de ser silvestre a cultivada, por tanto no ha estado sujeta a procesos drásticos 
de domesticación como otras especies relacionadas v.g. tomate. Sin embargo, los tipos 
cultivados para comercialización al ser seleccionados para características de interés 
posiblemente han perdido diversidad de genes relacionados con resistencia, mientras 
que la mayor diversidad permanecería en las formas silvestres. En las plantas cultivadas 
se presentan principalmente los siguientes cambios: 1) las plantas pierden capacidad de 
competencia y protección, 2) suprimen mecanismos naturales de distribución de semillas, 
3) reducen la fertilidad de las semillas (Cubero, 2002; Vallejo & Estrada, 2002). Para la 
agricultura moderna es claro la necesidad de mejorar las especies cultivables a pesar de 
que por este motivo se dejan de lado características sin aparente interés, no obstante, es 
importante mantener los materiales silvestres para ingresar sus características a los 
requerimientos agronómicos actuales.  
 
 
En relación con lo anterior, las plantas de tipo silvestre en su mayoría presentaron los 
mejores valores de respuesta de resistencia para las variables evaluadas. De acuerdo 
con Vallejo & Estrada (2002), las poblaciones silvestres se desarrollan sin intervención 
del hombre y por ende son altamente adaptadas a los ambientes en donde se 
encuentran, por lo tanto, poseen genes particulares de adaptación, de resistencia a 
insectos y enfermedades que pueden ser utilizadas por el fitomejorador. Así, en el 
presente estudio se aumentó el número de accesiones reportadas con respuesta de 
resistencia a la enfermedad en P. peruviana (Pulido, 2010; Rodríguez, 2010), 
identificándose 16 en el primer grupo y cinco en el segundo, lo que permite contar con 21 
materiales sobresalientes para ser utilizados en evaluaciones en diferentes ambientes 
con alta incidencia de la enfermedad.  
 
 
En cuanto a la curvas del progreso de la enfermedad, se realizaron teniendo en cuenta 
los cuatro grupos del análisis de conglomerados. En total se analizaron 100 curvas de 
progreso, una para cada individuo, agrupadas según el dendograma con el propósito de 
estimar y comparar los patrones. Se observa que la curva se comporta como una 
enfermedad policíclica y según Strange (1993) esto se debe a que este tipo de agente 
causal presenta más de una generación por estación de cultivo ya que la fuente más 
importante de inóculo inicial puede ser semilla infectada que al ser sembrada da origen a 
plantas con lesiones sobre las hojas primarias. El tipo de comportamiento para F. 
oxysporum en condiciones naturales ha sido reportado como monocíclico ya que las 
clamidosporas del hongo persisten por varios años en el suelo y cuando se siembra el 
cultivo en un campo infestado, las plantas jóvenes se infectan mediante las raíces como 
es el caso del mal de Panamá en banano por Fusarium oxysporum f. sp. cubense y, en 
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algunas enfermedades virales (López, 2000). Una explicación al comportamiento 
policíclico durante este ensayo es que el manejo del inóculo y su concentración se realizó 
de forma artificial en el suelo por lo que la epidemia de la enfermedad tuvo mayor 
manipulación en comparación a que si la prueba se hubiera realizado en campo, ya que 
el inóculo probablemente presentó un incremento exponencial para infectar la planta, 
dando origen a la sintomatología característica de esta enfermedad. En la Figura 1-13, se 
presenta el progreso de la enfermedad para el primer grupo del análisis de 
conglomerados con los mejores valores de respuesta de resistencia a la enfermedad 
durante la evaluación. Se identifica un progreso paulatino de la enfermedad a partir del 
sexto día de medición de los síntomas (20 días post-inoculación) en donde todos los 
tratamientos tienden a incrementar el área afectada a diferencia del resto de los tres 
grupos en donde el crecimiento de la curva es más rápido y los valores de AUDPC son 
mayores en comparación al primer grupo.  
 
Figura 1-13. Áreas bajo la curva del progreso de la enfermedad para cada uno de los 4 clústeres.  
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Figura  1-13. (Continuación)  
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El presente trabajo, constituye un aporte importante en esquemas de mejoramiento para 
resistencia a F. oxysporum en uchuva. Así los 21 materiales sobresalientes identificados 
han sido re-inoculados con el patógeno para verificar su respuesta en invernadero y 
serán evaluados en ambientes con alta incidencia de la enfermedad. Paralelamente, una 
nueva población de accesiones esta siendo evaluada para respuesta de resistencia en 
invernadero con el fin de incrementar aun más la base genética. Un esquema de 
mejoramiento que se ha propuesto para la especie ha sido la selección recurrente (G. 
Alvarado, comunicación personal), la cual podría realizarse por selección intrapoblacional 
que involucra el mejoramiento de una población, que a su vez involucra selección masal 
o familiar (medios hermanos paternos o maternos, hermanos completos o auto 
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hermanos), con el fin de aumentar la frecuencia de alelos de genes para resistencia a F. 
oxysporum. En teoría, el método de hermanos completos es más eficiente debido a que 
permite tener un mejor control parental, por lo que la respuesta a la selección es de 
mayor magnitud (Hallauer et al., 1988); sin embargo, es más costoso pues es necesario 
construir las familias utilizando polinización manual. En la actualidad Corpoica y otras 
instituciones aliadas están estructurando el esquema de mejoramiento para la especie. 
 
 
 
 
 
 
 2. Capítulo 2. Genotipificación de la colección 
de P. peruviana y análisis de asociación 
2.1 Estado del arte 
2.1.1 Marcadores moleculares de ADN  
Los marcadores moleculares del ADN se basan fundamentalmente en las diferencias en 
pequeñas secuencias del ADN entre individuos, siendo un marcador molecular 
monomórfico aquel invariable en todos los organismos estudiados, pero cuando presenta 
diferencias en el peso molecular, actividad enzimática, estructura, sitios de restricción, o 
pares de bases, se dice que es polimórfico; a veces el grado de variación es tal que se 
denominan hipervariables (Azofeifa-Delgado, 2006; Kumar et al., 2009). 
 
 
Existe una gran diversidad de marcadores de ADN y se clasifican en dos tipos. El tipo 
uno son aquellos que se basan en hibridación como los polimorfismos en la longitud de 
los fragmentos de restricción (RFLP por sus siglas en inglés) y el segundo tipo son 
aquellos que se basan en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en 
inglés). Este último se cataloga a su vez en dos categorías: la primera, en la que se 
utilizan cebadores arbitrarios o semiarbitrarios, por ejemplo, fragmentos polimórficos de 
ADN amplificados al azar (RAPD por sus siglas en inglés), y la segunda categoría en 
donde se utilizan cebadores sitio específico, por ejemplo, microsatélites (SSR por sus 
siglas en inglés) o inter secuencias simples repetidas (ISSR por sus siglas en inglés) 
(Semagn et al., 2006). 
 
 
Históricamente, en estudios de la diversidad y mapeo de ligamiento genético, se han 
utilizado diversos marcadores moleculares como las isoenzimas, RFLPs, AFLPs, RAPDs 
y SSR. Las isoenzimas son variantes de una misma enzima (son formas funcionalmente 
similares), que comparten un sustrato en común pero difieren en su movilidad 
electroforética, estos marcadores fueron los primeros utilizados en especies tales como 
cacao; sin embargo, los loci disponibles y el polimorfismo generado por las isoenzimas es 
muy bajo, además que el ambiente afecta su fenotipo, motivo por el cual se han dejado 
de utilizar. Los RFLPs, presentan polimorfismos moderadamente altos, son altamente 
reproducibles y de carácter codominante lo que los hacen adecuados para la evaluación 
de la diversidad genética; su desventaja radica en el hecho de que las sondas de RFLP 
son específicas para un número limitado de loci, y al requerir radioactividad, introduce 
altos costos y problemas de bioseguridad. Los marcadores RAPDs, por su parte, fueron 
los primeros basados en PCR utilizados en caracterización genética; la técnica es fácil de 
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optimizar pero es de baja reproducibilidad en distintas condiciones de laboratorio. De otro 
lado, los polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP por sus 
siglas en inglés) combinan las fortalezas de las dos anteriores pero por su naturaleza 
dominante su uso es limitado (Azofeifa-Delgado, 2006; Semagn et al., 2006).  
 
 
Del grupo anterior, los marcadores microsatélites son unos de los más utilizados y se 
definen como regiones de secuencias pequeñas (dos a diez pares de bases) repetidas, 
arregladas en serie, las cuales están distribuidas al azar en el ADN y pueden o no estar 
asociadas con genes (Kumar et al., 2009). Dentro de las ventajas de estos marcadores 
están, la codominancia de sus alelos, alta abundancia en el genoma eucariota, además 
de una distribución aleatoria con preferencia a las regiones de baja copia. Estos 
marcadores son ideales para el estudio de ligamiento genético y el mapeo físico, los 
estudios poblacionales y la identificación de variedades y al ser basados en PCR, 
requieren de bajas cantidades de ADN (10-100 ng por reacción) y tienen una alta 
reproducibilidad en diferentes condiciones.  
 
 
Actualmente, las nuevas técnicas de secuenciación del ADN de siguiente generación 
(NGS por sus siglas en inglés) están incrementando de manera rápida el número de 
secuencias de acceso público para múltiples organismos y dado su alto rendimiento y 
bajo costo, han desplazado el uso de marcadores convencionales (Metzker, 2010). Las 
secuencias de transcriptoma y/o de genoma, han permitido estudiar las variaciones de 
nucleótidos del ADN entre individuos, cultivares y especies, mediante la identificación de 
polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs por sus siglas en inglés). Estos marcadores 
genéticos son muy útiles tanto para estudios de diversidad como para análisis de 
ligamiento (Semagn et al., 2006) y más recientemente estudios de asociación del 
genoma completo (GWAS por sus siglas en ingles) y selección genómica (GS por sus 
siglas en ingles) (Heffner et al., 2009; Romay et al., 2013).   
2.1.2 Marcadores SNPs 
Los polimorfismos detectados por secuenciación del ADN son principalmente de tipo 
SNPs, seguidos de InDels (inserción/deleción) y microsatélites, con menor frecuencia. 
Los SNPs se definen como posiciones de un solo par de bases en el ADN genómico en 
las cuales existen diferentes alelos entre los individuos de una o algunas poblaciones 
(Kumar et al., 2009). Los SNPs bialélicos, los más comunes, muestran cuatro posibles 
alternativas: una transición, que es el intercambio entre purinas o entre pirimidinas [C↔T 
(o G↔A)], y tres transversiones, que consisten en el intercambio entre purinas y 
pirimidinas [C↔A (o G↔T), C↔G y T↔A]. Existe una mayor proporción de transiciones, 
probablemente debido en parte a reacciones de desaminación de 5-metilcitosina, que 
ocurren frecuentemente y, en particular, en dinucleótidos CpG, dando lugar a timina 
(Holliday & Grigg, 1993). 
 
 
El uso de este tipo de marcadores es muy útil para discriminar cultivares en donde es 
difícil encontrar polimorfismos, como es el caso del tomate; también se usan en la 
saturación de mapas de ligamiento para localizar rasgos relevantes ya que por ser tan 
abundantes en el genoma proveen mapas de mayor resolución comparado con otros 
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marcadores (Víquez-Zamora et al., 2013). Otra utilidad es en el estudio de asociación del 
genoma completo (GWAS) siendo muy usada para disectar rasgos complejos en plantas, 
para lo cual es muy útil el obtener un gran número de marcadores SNPs, que 
proporcionan mayor cubrimiento y así son adecuados para estudiar el desequilibrio de 
ligamiento. No obstante, la mayor implementación de los SNPs en el mejoramiento de 
plantas ha sido en la selección asistida por marcadores (MAS por sus siglas en inglés) 
basado en caracteres altamente heredables y gobernados por un solo gen o de un QTL 
que explica una gran parte de la variabilidad fenotípica (Mammadov et al., 2012). Y 
actualmente se utilizan por su alta cobertura en la metodología de selección genómica 
(GS) para caracteres que tienen herencia compleja controlada por múltiples QTL con 
efecto menor (Semagn et al., 2006; Mammadov et al., 2012).  
 
 
Por otro lado, el desarrollo de técnicas de genotipificación de alto rendimiento para 
millones de SNPs se han dado lentamente y a un alto costo, no obstante, las técnicas 
NGS, como 454 Life Sciences (Roche Applied Science, Indianapolis, IN), HiSeq (Illumina, 
San Diego, CA), SOLiD y Ion Torrent (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA), 
abrieron la posibilidad de nuevas aproximaciones en esta área para producir información 
a mayor escala. Un método para crear varias librerías y genotipificar un gran número de 
individuos a un bajo costo, es el conocido como genotipificación por secuenciación (GBS 
por sus siglas en inglés) (Sonah et al., 2013). 
2.1.3 Caracterizaciones moleculares de P. peruviana 
En estudios particularmente a nivel nacional, se han identificado marcadores moleculares 
para conocer la diversidad de poblaciones de uchuva y especies relacionadas. En uno de 
ellos, se utilizaron siete marcadores dominantes tipo microsatélites amplificados al azar 
(RAMs) en 43 introducciones y se encontraron sitios con una alta diversidad genética con 
índice de heterocigosidad esperada de 0,2559 (Bonilla et al., 2008a). En otro estudio, se 
evaluaron 11 marcadores heterólogos codominantes tipo SSRs en introducciones del 
Norte de Santander, Santander, Cundinamarca y Boyacá, sin embargo, estos no fueron 
informativos (Téllez et al., 2007 citado por Trillos et al., 2008). También se han empleado 
15 marcadores tipo ortólogos conservados (COSII) y 13 provenientes de genes 
relacionados con inmunidad (IRG) en 60 accesiones del banco de germoplasma de 
Corpoica, obteniéndose un promedio de 7 y 4 alelos por locus para COSII e IRG, con un 
índice de contenido polimórfico (PIC) de 0,46 y 0,36 respectivamente; se determinaron 
valores de heterocigosidad altos (Ho: 0.61 – He: 0,31) e índices de fijación negativos 
(FIS=-0,59) (Delgadillo, 2012). Adicionalmente, Simbaqueba et al. (2011) desarrollaron y 
evaluaron el primer set de 162 marcadores SSRs provenientes de secuencias 
expresadas (ESTs) del transcriptoma foliar de uchuva, obteniéndose un 83% de 
amplificación con una tasa de polimorfismo del 22% útiles para estudios de diversidad y 
estructura poblacional. Recientemente, Enciso-Rodríguez et al. (2013) utilizaron el mismo 
trasnscriptoma foliar en búsqueda de proteínas codificantes de dominios relacionados 
con inmunidad, encontrando así 74 genes candidatos los cuales fueron anotados 
funcionalmente identificando las categorías de función molecular (98%), proceso 
biológico (85%), componente celular (79%) y específicamente actividad transferasa como 
las ontologías más relacionadas; a partir de estos genes se identificaron marcadores 
moleculares SNPs en un panel de accesiones diversas. 
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2.1.4 Genotipificación por secuenciación 
Las técnicas NGS facilitan el descubrimiento, secuenciación y genotipificación de cientos 
de individuos usando miles de marcadores. Estas técnicas pueden ser efectuadas 
directamente en ADN genómico en un solo paso de secuenciación y con la preparación 
de la librería de forma paralela. Por lo tanto, genotipificar en otra población con el mismo 
tipo de marcadores se vuelve tan simple como realizar una nueva secuenciación con los 
nuevos individuos y compararla con las secuencias que ya se tenían, esto hace que el 
costo de cada SNP sea mucho más económico que otras metodologías como el SNP-
array. Estas técnicas de alto rendimiento se basan en enzimas de restricción para reducir 
la complejidad del genoma y hacer el proceso de secuenciación menos complejo y se 
agrupan en tres clases: secuenciación de representación reducida que incluye las 
librerías de representación reducida (RRLs por sus siglas en inglés) y reducción de la 
complejidad de secuencias polimórficas (CRoPS por sus siglas en inglés); secuenciación 
de sitios de restricción asociados a ADN (RAD-seq por sus siglas en inglés) y 
genotipificación de cobertura baja, que incluye la genotipificación por secuenciación 
(GBS por sus siglas en inglés) (Davey et al., 2011). 
 
 
Todos los métodos anteriores involucran los mismos pasos que son: digestión de 
múltiples muestras de ADN genómico con enzimas de restricción; selección o reducción 
de los fragmentos resultantes y secuenciación de los fragmentos. El método RRLs y 
CRoPS se ha utilizado para generar millones de SNPs en maíz y soya (Gore et al., 2009; 
Hyten et al., 2010). Permite encontrar polimorfismos dentro de una población pero no de 
un individuo en particular y la principal desventaja radica en que los adaptadores se ligan 
a fragmentos que son digeridos y después seleccionados con base en determinado 
tamaño, por lo que se puede perder información de aquellos fragmentos que son muy 
grandes para secuenciar. El método RAD-seq se ha utilizado para estudios de 
diferenciación poblacional y para la construcción de mapas de ligamiento en la cebada, 
entre otros (Chutimanitsakun et al., 2011). Se basa en la secuenciación de regiones 
cortas que rodean los sitios de restricción para una endonucleasa específica, 
independientemente de la longitud de los fragmentos de restricción. Para lograr esto, los 
fragmentos de restricción se cortan aleatoriamente a una longitud adecuada para la 
plataforma de secuenciación de elección, no obstante, se presenta un paso de ligamiento 
y se utiliza una PCR selectiva para la secuenciación sólo de aquellos fragmentos 
amplificados que contienen un sitio de restricción, por lo que se puede considerar que se 
pierde la secuenciación de varios fragmentos a los cuales el adaptador no se liga (Figura 
2-1). 
 
 
Una aproximación alternativa a los dos métodos anteriores, cuando sea innecesario tener 
una cobertura de todo el genoma para inferir los puntos de recombinación, es secuenciar 
muchos marcadores a una baja cobertura por individuo pero suficiente para inferir la 
recombinación. Se utiliza bastante en poblaciones recombinantes en donde los padres 
son conocidos o también pueden ser asignados por probabilidad. El método GBS se 
basa al igual que en los métodos anteriores en la digestión mediante una enzima 
sensible a la metilación, no obstante, en cuanto a la selección de fragmentos y la ligación 
de los adaptadores es un proceso menos complejo que en el caso de RAD-seq ya que 
existen menos pasos de purificación y no hay selección por tamaño del fragmento (Figura 
2-1) (Elshire et al., 2011; Davey et al., 2011).  
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Figura 2-1. Métodos de alto rendimiento para la identificación de SNPs. 
 
Digestión 
Ligar adaptadores 
Pool 
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a. 2 muestras de ADN genómico con sitios de restricción (Rojo) b. Protocolos para las técnicas de 
alto rendimiento: se caracterizan por usar enzimas de restricción, RRLs utiliza fragmentos de 300-
700 pb, RAD-seq de 300-700 pb. En el protocolo para GBS no se selecciona por tamaño ni es 
necesario ligar MIDs (Multiplex identifier sequences). Modificado de Davey et al., (2011). 
 
Se ha demostrado los beneficios de esta metodología en maíz en donde la enzima ApeKI 
de corte frecuente (5 pb) fue utilizada para generar los fragmentos ya que el desequilibrio 
de ligamiento decae rápidamente por lo que se necesitan de un millón de lugares en el 
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genoma. El tamaño de las librerías fue alrededor de 0,81 millones de lecturas de alta 
calidad que cubren alrededor del 2,3% del genoma. Por lo anterior, se concluyó que esta 
metodología permite reducir la complejidad del genoma de forma óptima, además se 
pueden obtener millones de lecturas de muy alta calidad y no se observan dímeros de 
cebadores al usarse adaptadores sin fosforilar durante la preparación de las librerías, 
reduciendo a su vez los costos que se aproximan a 20 dólares por muestra secuenciada. 
Un beneficio muy importante es que no es necesario un genoma de referencia para 
imputar las posiciones faltantes ya que es posible hacerlo a partir del consenso de las 
lecturas que se han obtenido para el ensayo que se haya realizado (Elshire et al., 2011); 
aunque el uso de genoma referencia facilita el análisis (J. Edwards, BTI-Cornell, 
comunicación personal).  
 
 
Se han reportado varios casos exitosos para el uso de esta metodología, uno de ellos es 
por ejemplo el reportado por Sonah et al. (2013) en soya. Nuevamente, se encontró la 
enzima ApeKI como la que mayor número de fragmentos produjo, además se 
encontraron cinco millones de lecturas para el total de los genotipos evaluados. El total 
de SNPs identificados para el estudio fue de 33.553, siendo de estos 10.120 de alta 
calidad con una cobertura de 7,8 lecturas de soporte por cada SNP y un nivel de datos 
perdidos de 8%. En este caso el alto número de marcadores permitió realizar análisis de 
filogenia y determinar algunos de los eventos evolutivos que pudieron estar presentes en 
la historia de esta especie.  
2.1.5 Desequilibrio de ligamiento 
El desarrollo de los marcadores moleculares y el estudio de su polimorfismo ha permitido 
entender la mutación y la recombinación; históricamente, el estudio de la recombinación 
del marcador y su ligamiento con el locus causal de la variación fenotípica de interés 
necesita del diseño de cruces o el uso de líneas isogénicas cercanas (NILs por sus siglas 
en inglés). Sin embargo, realizar cruces biparentales en especies o estudiar la 
recombinación y el ligamiento en poblaciones de mapeo derivadas representadas por los 
alelos de los padres se convierte en un proceso que requiere bastante tiempo y esfuerzo 
para lograr acercarse a los loci responsables de características cuantitativas (QTLs). Una 
alternativa que surgió posteriormente para disectar características complejas en plantas 
es explotar la recombinación histórica de poblaciones naturales con el fin de incrementar 
la resolución y el número de alelos a su vez que se reduce el tiempo de investigación.  
 
Este concepto poblacional requiere que los marcadores se encuentren el desequilibrio de 
ligamiento (LD por sus siglas en ingles) con las variantes causales o QTLs. Así, LD se 
define como la asociación no aleatoria de alelos en dos o mas sitios o loci del genoma 
por lo que no segregan de forma independiente, lo que quiere decir, que poseen una 
frecuencia de recombinación menor del 50% (Ersoz et al., 2007). La asociación no 
aleatoria también recibe el nombre de desequilibrio en fase gamética (GPD por sus siglas 
en inglés) o desequilibrio gamético y es examinado dentro de las poblaciones o en 
individuos no relacionados (Gupta et al., 2005). 
 
Para ilustrar el concepto de forma simple, la figura 2-2 muestra un caso hipotético en el 
cual la variante funcional responsable del fenotipo numero de frutos es el SNP T, A (en 
gris), asociado con alto y bajo número, respectivamente, el cual no se logró genotipificar. 
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Sin embargo, para este caso particular se muestran dos loci o SNPs diferentes que han 
sido genotipificados; el SNP de la derecha esta en LD con la variante funcional, mientras 
que el de la izquierda no esta asociado. Los resultados de un simple test de asociación 
(Correlación Pearson) se muestran en la parte inferior donde el alelo C se asocia 
significativamente con el número de frutos (P = 0.037) (Myles et al., 2009).   
 
Figura 2-2. Desequilibrio de Ligamiento.  
 
 (Fuente: Myles et al., 2009).   
 
El uso de LD permite no solo de identificar y mapear QTLs, sino también identificar 
polimorfismos dentro de genes responsables de dos fenotipos alternativos. No obstante, 
factores como la deriva genética, los cuellos de botella, efectos fundadores, la selección 
y la domesticación pueden producir LD entre caracteres y marcadores. En especies 
cultivadas, es común la domesticación, y la selección a favor o en contra de un fenotipo 
controlado por dos loci no ligados entre sí (epistasis), de tal forma que podría ocurrir LD 
entre ellos a pesar de que los loci no se encuentren ligados físicamente. (Gupta et al., 
2005; Ersoz et al., 2007). 
 
 
Existen una serie de análisis estadísticos desarrollados para estimar asociación y esto 
depende del número de individuos analizados, el tipo de marcadores empleados y la 
extensión del LD. Si el LD decae rápidamente dentro de una región, se necesitará un 
amplio número de marcadores y por otro lado si el LD decae lentamente, el tamaño de 
los bloques de haplotipos no requerirán de un alto número de marcadores pues se 
tendrían datos redundantes (Ersoz et al., 2007). Los análisis estadísticos más comunes 
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son: el coeficiente de desequilibrio de ligamiento gamético (D’) y el coeficiente de 
correlación (r2). Estas mediciones difieren en como son afectadas por las 
recombinaciones, las frecuencias alélicas y por el tamaño de la muestra. Mientras que D´ 
refleja las recombinaciones históricas y es el mejor para estimar las diferentes 
recombinaciones, se ve afectado por el tamaño reducido de muestras ya que existe un 
sesgo en el comportamiento al comparar dos loci con bajas frecuencias alélicas ya que 
se disminuye la probabilidad de encontrar las cuatro posibles combinaciones alélicas 
cuando existen polimorfismos de baja frecuencia. Por otro lado, el estadístico r2 combina 
las recombinaciones históricas y los eventos mutacionales que se hayan presentado, es 
el más recomendado para estudios de asociación, aunque puede presentar un sesgo al 
trabajar con poblaciones estructuradas (Flint-Garcia et al., 2003; Gupta et al., 2005).  
 
 
La interpretación del LD es un proceso complejo y depende de varios factores, uno de 
ellos es la naturaleza reproductiva de la especie y otro muy ligado al anterior es la 
variación en la tasa de recombinación a través del genoma donde normalmente, los 
valores de 0.1 o 0.2 de r2 son considerados como el umbral mínimo de significancia para 
asociación entre un par de loci y para describir la distancia genética o física máxima en 
donde el LD es significativo (Zhu et al., 2008). El uso de este umbral se debe a que en 
rasgos complejos un QTL explica alrededor del 10% de la variabilidad fenotípica, y cada 
marcador que lo compone explica posiblemente un porcentaje menor al 1%. Por lo tanto, 
para poder detectar locus de efecto menor se requiere el estudio de poblaciones con un 
gran número de individuos, siendo una aproximación el uso de haplotipos para capturar 
el mayor número de variantes posible (Ersoz et al., 2007). 
 
 
Existen dos formas de visualizar la extensión del LD entre pares de loci. El primero de 
ellos se usa para visualizar la tasa de decaimiento del LD con distancia genética o física, 
en donde se utilizan valores de LD de amplias porciones del genoma contra una distancia 
que normalmente se expresa en centimorgans (CM) o en pares de bases. De la otra 
forma, se grafican valores de r2 contra valores genéticos o físicos dentro de un gen, un 
cromosoma o a través de todo el genoma, aunque en este caso no es posible determinar 
el decaimiento del LD (Flint-Garcia et al., 2003). La forma en que decae el LD también 
varia dependiendo del tipo de reproducción de la especie; por ejemplo, en especies de 
polinización cruzada el LD decae rápidamente como en la uva, en 300 pb; al contrario en 
especies de autopolinización el LD decae más lentamente, ya que se reducen las 
oportunidades de recombinación, como en arroz, en 100 kb o mas; dentro de una 
especie también se presentan variaciones como en genotipos criollos de maíz donde el 
LD decae en 1kb mientras que en líneas puras comerciales puede extenderse hasta 500 
kb (Myles et al., 2009). 
 
 
En especies huérfanas como la uchuva, no hay disponibilidad de genoma referencia ni 
mapas genéticos, por lo que en una primera aproximación se puede estimar r2 entre 
marcadores y comparar con genomas de especies de la misma familia como papa o 
tomate para eliminar redundancia entre marcadores en los análisis de asociación (J. 
Edwards, BTI-Universidad de Cornell, USA; Comunicación personal).   
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2.1.6 Estructura poblacional 
Evaluar la estructura de la población empleada para un estudio de asociación es 
fundamental para evitar las asociaciones falsas. En ocasiones, la asociación detectada 
entre un rasgo de interés y un marcador no implica que esos marcadores que muestran 
un efecto en el fenotipo están vinculados a QTLs. Esto indica que el desequilibrio entre el 
rasgo y el marcador no se da por ligamiento si no como una consecuencia de una 
distribución desigual de alelos dentro de los grupos relacionados con la estructura 
poblacional; además el tipo de reproducción y el limitado flujo génico en la mayoría de 
especies silvestres también influye en la estratificación (Jannink & Walsh, 2002; Flint-
Garcia et al., 2003).  
 
 
Avances recientes en estadística han permitido abordar el problema de falsos positivos 
por estructura poblacional. Estos métodos se basan en el uso de marcadores 
independientes para detectar la estratificación y corregirla. Los tres métodos más 
conocidos son: 1) Control genómico (GC por sus siglas en inglés) (Devlin et al., 2008); 2) 
asociación estructurada (SA por sus siglas en inglés) que incluye a su vez dos 
variaciones, una conocida como estudio de control de caso (SA-model) y otra conocida 
como estudio de asociación de rasgos cuantitativos (Q-model) (Pritchard, Stephens, 
Rosenberg, et al., 2000); 3) modelo mixto unificado (Q+K) (Yu et al., 2006). 
 
 
El método GC asume que la estructura poblacional afecta a todos los loci a través del 
genoma, por lo tanto no es necesario usar un set grande de marcadores para determinar 
la asociación, siendo 50 marcadores un número suficiente para las pruebas estadísticas 
y posteriormente se evalúan si están ligados a algún gen candidato. También es útil para 
corregir falsos positivos debido al parentesco entre las muestras aunque a mayor número 
de subpoblaciones el poder de detección disminuye por lo que este método puede ser 
insuficiente para algunos genes candidatos (Mackay & Powell, 2007; Devlin et al., 2008). 
La metodología de asociación estructurada utiliza marcadores que no están ligados a 
genes candidatos para inferir la subpoblación y el uso del modelo Q o SA depende de si 
el rasgo es cuantitativo o cualitativo, respectivamente. Para lo anterior (Pritchard, 
Stephens, & Donnelly, 2000), desarrollaron el software Structure, el cual infiere la 
estructura en la población asignando los individuos a posibles subgrupos, pudiéndose 
estudiar individuos mezclados entre las subpoblaciones. La metodología asume que no 
existe ligamiento entre marcadores ni tampoco equilibrio de Hardy y Weinberg. Incorpora 
los estimadores de estructura de la población en el estadístico de LD y da posibilidades 
de hacer más precisas las estimaciones. Al utilizar este método la incidencia de falsos 
positivos se ha reducido hasta en un 80% y a su vez se han mejorado la resolución en el 
mapeo hasta 20 cM, aunque no es efectivo en poblaciones con consanguinidad (Flint-
Garcia et al., 2003; Mackay & Powell, 2007). Por último, el método unificado utiliza un 
gran número de marcadores a través del genoma para determinar la estructura (Q) y la 
matriz de parentesco (K). La asociación se determina combinando ambos factores como 
covariables dentro de un modelo de regresión para definir la correlación entre el genotipo 
y el fenotipo (Yu et al., 2006; Ersoz et al., 2007). 
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2.1.7 Tipos de mapeo 
Una forma de estudiar e identificar regiones cromosómicas que puedan contener genes 
de una determinada característica, es mediante el mapeo genético, también conocido 
como mapeo de ligamiento. La construcción de los mapas permite reducir en cientos o 
miles de bases la zona de interés y provee información de la correlación entre fenotipo y 
genotipo para implementar el mejoramiento asistido por marcadores de ADN. Otro tipo de 
mapeo es el conocido como mapeo por asociación o por desequilibrio de ligamiento. 
Ambos tipos de mapeo comparten la estrategia de explotar la recombinación del genoma 
en búsqueda de asociaciones entre fenotipo y genotipo y la principal diferencia radica en 
el desarrollo de las poblaciones; mientras que en el mapeo por ligamiento en plantas 
generalmente se realizan cruces biparentales y se hace seguimiento a eventos de 
recombinación entre los dos padres, en el mapeo por asociación se utilizan poblaciones 
naturales en donde las relaciones entre los individuos no están controladas y se pueden 
hacer seguimientos a eventos de recombinación históricos de la población (Myles et al., 
2009). 
 
 
En el mapeo por ligamiento la construcción del mapa genera información sobre la 
estructura y organización de un genoma tal como reordenamientos cromosómicos e 
identificación de regiones con alta densidad de genes. Igualmente, constituye el punto de 
partida para proyectos de clonaje posicional de genes. El disponer del mapa genético de 
una especie permite, conocer su estructura genética, predecir en donde pueden estar los 
genes que nos interesan, obtener conocimiento de la evolución de las especies, y clonar 
genes mediante la estrategia conocida como clonación basada en el mapeo, 
identificación y localización de loci que codifican para caracteres cuantitativos (QTLs). La 
construcción del mapa genético requiere: a. seleccionar la población de mapeo más 
apropiada; b. calcular de la frecuencia de recombinación más adecuado para esa 
población; c. establecer los grupos de ligamiento y estimación de las distancias del mapa; 
y d. determinar del mejor orden del mapa (Staub & Serquen, 1996). 
 
 
Por otro lado, el mapeo por asociación ofrece un mapa de mayor resolución al explorar 
todos los eventos de recombinación que se han presentado en la población de estudio, 
además de ser útil para cualquier característica que se este buscando al capturar una 
mayor variabilidad, a diferencia del mapeo de ligamiento en donde los QTLs que se 
identifiquen son solo aquellos en donde hubo segregación en el cruce limitando así la 
explicación de la variabilidad fenotípica (Zhu et al., 2008). Otra de las ventajas es el 
costo-beneficio, ya que el desarrollo de poblaciones por cruces puede ser muy laborioso, 
además de que en algunas especies es difícil realizar el cruce, clonar o tienen tiempos 
generacionales muy extensos (Myles et al., 2009). Adicionalmente, mientras el mapeo de 
ligamiento ha conducido a un numero limitado de QTLs clonados pues estos se 
identifican comúnmente en distancias entre 10-20 CentiMorgans (cM), el mapeo por 
asociación ha permitido incrementar la resolución de su detección (incluso hasta el orden 
de KiloBases) (Zhu et al., 2008). En algunas especies como maíz, se han combinado el 
mapeo de ligamiento y el de asociación reduciendo la estructura poblacional al emplear 
cruces controlados entre parentales e incrementando el poder de resolución al emplear 
poblaciones diversas, así incrementando el acercamiento a QTLs o loci causales de la 
variación fenotípica (Zhu et al., 2008; Yu et al., 2008; Morrell et al., 2012).  
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Existen dos aproximaciones generales de mapeo por asociación entre marcadores 
moleculares y variante(s) causal(es) del fenotipo de interés. La primera de ellas es 
conocida como mapeo basado en genes candidatos (GC) que ha sido usada 
principalmente para el estudio en humanos de asociación a enfermedades. Su 
fundamento se basa en el que se considera un gen o genes como candidato(s) cuando 
se conoce que su función o que la proteína que codifica esta involucrada en la 
característica de interés o también se puede tener en cuenta cuando se sabe que la 
región cromosómica que se esta trabajando contiene el gen buscado. Existen GC 
funcionales en donde se presume que el gen clonado controla la característica y el otro 
es el GC posicional ya que por mapas de ligamiento se conoce su cercanía a un locus 
que controla el rasgo (Pflieger et al., 2001; Myles et al., 2009).  
 
 
La segunda opción conocida como estudios de asociación del genoma completo (GWAS 
por sus siglas en inglés) examina la variación genética a través del genoma para 
encontrar señales de asociación con el rasgo. Para esto se utiliza un alto número de 
marcadores para identificar la posible correlación con diversos rasgos de interés y no es 
necesaria ninguna información a priori de genes candidatos. Los marcadores en principio 
detectan los eventos de recombinación de la población bajo estudio, de allí la importancia 
de conocer el LD para determinar el número de marcadores que son necesarios para un 
estudio del genoma completo de una especie; por ejemplo, para Arabidopsis se requieren 
140.000 marcadores para tener un buen cubrimiento en los 125 Mb de su genoma y se 
estima al alrededor de 10 a 15 millones de marcadores para una especie como maíz 
(Zhu et al., 2008; Myles et al., 2009). El gran número de marcadores preferiblemente 
SNPs se pueden obtener gracias a nuevas tecnologías como GBS. En uchuva, el 
presente trabajo propone una primera aproximación a estudios de asociación usando 
GBS pues aun no se cuenta con genoma referencia para estimación del LD en la 
especie.  
2.2 Materiales y métodos  
2.2.1 Extracción y digestión de ADN  
A partir de tejido foliar macerado proveniente de plántulas in vitro (ANEXO A), se realizó 
la extracción de ADN, usando el Kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), procesando dos 
repeticiones técnicas por accesión para obtener el volumen, concentración y calidad de 
ADN necesarios para genotipificación por secuenciación (Elshire et al., 2011). La 
cuantificación se realizó en geles de agarosa al 1%, empleando un ADN λ como patrón 
molecular para determinar la concentración, con el fin de obtener un mínimo de 1 µg de 
ADN a 100 ng/µL y se determinó su calidad realizando digestión enzimática con HindIII 
de 10 muestras seleccionadas al azar.  
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2.2.2 Genotipificación de la colección mediante GBS, análisis de 
diversidad y estructura poblacional  
Una vez se obtuvo ADN con concentración y calidad necesaria se enviaron las dos 
replicas de cada accesión al Instituto de Diversidad Genómica de la Universidad de 
Cornell para ser procesadas por el protocolo GBS. Las muestras de ADN fueron 
digeridas con la enzima de restricción ApeKI, que reconoce sitios de 5 pb (CGWGC, 
donde W=A o T) y las librerías se secuenciaron por medio del equipo Illumina HiSeq 
2000. A partir de las lecturas obtenidas, se determinó la calidad de las mismas usando el 
programa Fastqc (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/).  
 
 
Para el llamado de SNPs se utilizó el pipeline GBS de Tassel v4.0 (Bradbury et al., 2007). 
Las lecturas fueron mapeadas con el programa Bowtie2 (Langmead et al., 2009) al 
transcriptoma de referencia de raíz y tallo de uchuva. Paralelamente, las lecturas fueron 
mapeadas a los genomas de referencia de tomate y papa, que junto con el transcriptoma 
de uchuva fueron usadas para la identificación de tags1 comunes, lo que permitió su 
ubicación en sitios homólogos de tomate y papa e inferir su relación putativa con genes 
relacionados con respuesta de resistencia a patógenos. Los marcadores se filtraron bajo 
los siguientes parámetros: mínimo cinco tags de 64 pb, cobertura mínima de locus en 90 
individuos, frecuencia alélica mínima (MAF pos su siglas en inglés) de 0,01, cobertura 
mínima por sitio de 0,7, cobertura mínima por taxón de 0,5 y por LD, con el fin de eliminar 
redundancia. A partir de ello, se generaron los archivos hapmap que contienen los SNPs 
para cada uno de los individuos analizados en la colección de trabajo, necesarios para 
los posteriores análisis. 
 
 
Para los análisis de diversidad, los SNPs utilizados fueron aquellos mapeados al 
transcriptoma de referencia de uchuva y los filtrados por tags comunes entre los tres 
genomas (papa, tomate y transcriptoma de uchuva). A partir de los SNPs identificados, 
se calculó: heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad observada (Ho) y el 
contenido de información polimórfica (PIC), mediante el software Power Marker v3.25 
(Liu & Muse, 2005). Igualmente, se realizó un análisis de agrupamiento usando el 
algoritmo Neighbor Joining con Tassel v4.0 y visualizando mediante el uso del software 
FigTree v1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/); además, se realizó un PCA bajo 
el procedimiento prcomp usando R (R Development Core Team, 2008). Para realizar los 
análisis de estructura poblacional se empleó el software Structure v2.3.4 (Pritchard et al, 
2000b), asumiendo subpoblaciones (K) con rango de K=1 hasta K=10, diez repeticiones 
por cada K, 50.000 iteracciones y un período de Burning de 100.000. La similitud entre 
corridas se estimo mediante el software Clumpp v1.1 (Jakobsson & Rosenberg, 2007) y 
su archivo de salida fue utilizado para visualizar los agrupamientos con el software 
Distruct v1.1 (Rosenberg, 2003). El valor más apropiado de K fue determinado utilizando 
Structure Harvester (Earl & vonHoldt, 2012), mediante el valor de Δk descrito por 
(Evanno et al., 2005).  
                                                
 
1
  Tag: Consenso de lecturas idénticas de 64 pb que puede contener hasta ocho SNPs, 
seleccionadas a partir del sitio de reconocimiento de corte de la enzima ApeKI. 
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2.2.3 Análisis de desequilibrio de ligamiento  
Para el análisis del LD entre marcadores, se utilizaron los SNPs identificados con la 
metodología propuesta en 2.2.2 pero sin el filtro de LD realizado con el pipeline de GBS. 
Para esto se evaluó el parámetro r2 y su correspondiente test de significancia (≤ 0.005), 
con una ventana deslizante de 50 marcadores, para cada uno de los SNPs obtenidos 
mediante el ensamblaje con el transcriptoma de uchuva y los SNPs a partir de los tags 
comunes entre los tres genomas; por último, se visualizó el parámetro mediante el 
software Tassel v4.0. 
2.2.4 Análisis de asociación   
Se realizó una normalización de los datos fenotípicos, para eliminar efectos no deseados, 
mediante el procedimiento Box-Cox usando el software Statistica v12 (Statsoft, 2014) y 
se efectuó el análisis de asociación con el fenotipo de respuesta de resistencia en 
invernadero mediante el uso de la herramienta GAPIT (Genomic Association and 
Prediction Integrated Tool, Lipka et al., 2012) del paquete estadístico R; teniendo en 
cuenta la estructura poblacional y la matriz de parentesco entre individuos generada por 
el algoritmo de Loiselle (Loiselle et al., 1995) para evitar falsos positivos; además se 
utilizó como método de corrección la tasa de falso descubrimiento (FDR por sus siglas en 
inglés) propuesto por (Benjamini & Hochberg, 1995).  
 
El modelo general lineal utilizado para el análisis de asociación fue el siguiente: 
 
(2.1)                                       y = Χβ +Sα +Qν +Zµ +e  
 
Donde y es el Fenotipo,Χβ representa los efectos fijos diferentes a los SNPs bajo estudio 
y a la estructura poblacional, tales como: media fenotipo; α es el vector de los efectos de 
los SNPs; ν es el vector de los efectos de la estructura poblacional, µ es el vector de los 
efectos poligénicos; e es el vector de los efectos residuales; Q es la matriz de estructura 
poblacional relacionada con y y ν; X, S y Z son las matrices de incidencia entre ellos, la 
matriz K de parentesco (Z) (ecuación 2.1) (Yu et al., 2006). 
2.2.5 Anotación funcional 
Para determinar la función putativa de los marcadores asociados a respuesta de 
resistencia a F. oxysporum se determinó su ubicación en cada genoma de referencia, 
para esto se realizó una búsqueda en la página Sol Genomics Network (SGN) en 
genomes (http://solgenomics.net/gbrowse/bin/gbrowse). Para el caso de tomate 
(Solanum lycopersicum), se utilizó la anotación genómica versión 2.3 realizada por el 
grupo internacional de anotación del tomate (ITAG), a partir de la construcción SL2.40 del 
genoma. Para el genoma de papa (Solanum tuberosum grupo Phureja), se utilizó la 
anotación genómica versión 3.4 realizada por el consorcio de secuenciación del genoma 
de la papa (PGSC), a partir de la construcción DM3.40 del genoma.  
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2.3 Resultados y discusión 
2.3.1 Extracción y digestión de ADN  
El ADN obtenido fue de buena calidad, pureza y concentración para GBS; para la 
digestión enzimática, se observo un patrón de corte adecuado con un barrido esperado 
para un ADN de alta calidad y pureza (Figura 2-3). Adicionalmente, su cuantificación en 
gel de agarosa permitió determinar una concentración promedio de ADN extraído de 130 
ng/ul (Figura 2-4).  
 
Figura 2-3. Digestión enzimática con HindIII del ADN de algunas muestras representativas de la 
colección de uchuva en gel de agarosa al 1%. 
 
 
 
Figura 2-4. Bandas de ADN de las 100 muestras de uchuva en gel de agarosa al 1%, usadas 
para determinar concentración al comparar con el marcador de peso molecular λ HindIII. 
 
 
2.3.2 Genotipificación de la colección mediante GBS, análisis de 
diversidad y estructura poblacional  
Para la genotipificación de la colección, se tuvieron en cuenta los siguientes parámetros:  
 
i) La calidad de las librerías producidas con enzima de restricción. Aunque GBS es 
menos laborioso que otros métodos de genotipificación, permite analizar un gran número 
de individuos y provee un mayor número de SNPs, este puede presentar un alto 
porcentaje de datos perdidos al utilizar la enzima ApeKI la cual reconoce cinco pares de 
bases (pb) para el corte, produciendo un mayor numero de fragmentos y menor 
profundidad de cobertura que otras que reconocen sitios de corte de sesis o más pb 
52 Estudio de asociación entre respuesta de resistencia a Fusarium oxysporum y 
marcadores moleculares en una colección de germoplasma de uchuva (Physalis 
peruviana L. ) 
 
 
como la PstI. Sin embargo, estudios preliminares en uchuva indicaron que la enzima 
ApeKI fue la más adecuada para construir librerías de ADN para GBS (Enciso & Barrero, 
sin publicar, Figura 2-5), por lo que fue la enzima seleccionada. En otras especies como 
maíz, también se ha obtenido mejor calidad de librerías con la enzima ApeKI 
posiblemente por la naturaleza heterocigota de la especie, la cual requiere enzimas de 
corte frecuente para generar el mayor numero de fragmentos que cubra eventos de 
recombinación (Elshire et al., 2011). Igualmente, en estudios realizados con GBS en soya 
(Glycine max L.) por Sonah et al., (2013) se validó la enzima de restricción ApeKI como 
apropiada para especies vegetales por su distribución en regiones ricas en genes, lo cual 
permitió identificar 10.120 SNPs. 
 
Figura 2-5. Comparación de perfiles de librerías de ADN utilizando las enzimas de restricción 
ApeKI, EcoT221, PstI y EcoPst.  
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NOTA: se observa que el corte de ADN de uchuva con ApeKI es el que produce fragmentos de 
mejor tamaño y calidad para GBS (cortesía de Felix Enciso). 
 
ii) La estrategia para obtener marcadores de alta calidad. Romay et al., (2013) y Poland & 
Rife, (2012), sugieren que para obtener marcadores de calidad es posible realizar 
repeticiones en la secuenciación o imputar contra un genoma de referencia. Para el caso 
de este estudio, se decidió secuenciar por duplicado ya que el uso de un genoma de 
referencia para imputar los datos perdidos no es disponible en la actualidad para uchuva, 
solo se cuenta con datos de transcriptoma de raíz y tallo y con datos de los genomas 
mas cercanos de la misma familia, papa y tomate, cuya secuencia y anotación están 
disponibles. Adicionalmente, se aplicaron filtros altamente restrictivos de cobertura 
mínima y MAF (ver materiales y métodos) para asegurar la mejor calidad de marcadores.  
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Al aplicar los parámetros anteriores, se obtuvo un total de 505.347.672 lecturas, con un 
cubrimiento en promedio por individuo de 6,3X, siendo el valor promedio relativamente 
bajo por lo que las lecturas fueron posteriormente sujetas a filtros de cobertura mínima 
para disminuir tasas de error. Se encontró un porcentaje de GC de 49% y buena calidad 
en las lecturas para las dos placas, cada una representando una repetición técnica 
(Figura 2-6). Al utilizar los parámetros por defecto del pipeline de GBS cuando se uso 
como referencia el ensamblaje del transcriptoma de uchuva, se identificaron 60.663 
SNPs, con un porcentaje de datos perdidos de 18%. Después de aplicar los filtros de 
cobertura mínima y MAF el número de marcadores tipo SNPs obtenidos fue 5.375, con 
un porcentaje de datos perdidos de 2%, por lo que este ultimo set de SNPs fue utilizado 
para los análisis de diversidad de la población.  
 
Figura 2-6. Calidad de las bases de las lecturas en dos repeticiones (placas) de Illumina para 
GBS en uchuva.  
 
A B 
 
 
A. Placa 1, B. Placa 2. El eje y corresponde al valor de calidad. El eje x indica la posición en la 
lectura. La región verde indica una buena calidad, la naranja aceptable y la roja baja calidad. 
 
De acuerdo con Mammadov et al., (2012) el alto número de marcadores tipo SNPs es 
muy efectivo en estudios de diversidad genética, puesto que son muy útiles para 
discriminar la relación genética entre dos individuos así sean muy cercanos entre sí. A su 
vez, la efectividad de GBS ha sido validada al comparar 400 genotipos previamente 
secuenciados por Sanger, obteniendo un 98% de soporte en los SNPs identificados. En 
otras especies como maíz (Zea mays L.), Romay et al., (2013) evaluaron 4.351 
accesiones identificando 620.279 SNPs polimórficos distribuidos en los diez 
cromosomas; los cuales, fueron muy útiles para estudios de asociación que permitieron 
concluir que el tiempo de floración y adaptación en maíz, son posiblemente controlados 
por múltiples genes de efecto menor organizados en clústeres a través del genoma. En 
arroz (Oryza sativa), Spindel et al., (2013) evaluaron 176 líneas recombinantes puras 
(RIL por sus siglas en inglés) identificando 30.984 SNPs que sirvieron para mapear sitios 
de alta recombinación y para corroborar los QTLs reportados previamente para la 
especie.  
 
 
Para el presente estudio, se puede concluir que se obtuvo un buen número de 
marcadores para análisis de diversidad; en comparación con los estudios anteriores 
deben considerarse diferencias en la biología reproductiva de las especies, por ejemplo, 
en las de tipo autógama como la soya o el arroz, es previsible encontrar un menor 
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número de marcadores en comparación con una especie alógama como el maíz. 
También, diferencias en el número de individuos o accesiones utilizadas, ya que para los 
casos de maíz y arroz este número fue alto en comparación con 100 accesiones 
utilizadas en este estudio. Además estas especies cuentan con genoma de referencia 
que permite realizar imputaciones y disminuir el número de datos perdidos. La no 
disponibilidad de genoma de referencia en el presente estudio hizo además necesario 
aplicar parámetros de cobertura mínima y otros descritos en materiales y métodos de alta 
astringencia reduciendo tasas de error en la identificación de SNPs y a su vez el número 
de SNPs de alta calidad.  
 
 
Así, La diversidad genética de la colección de uchuva fue estimada utilizando los SNPs 
filtrados provenientes de comparaciones con el transcriptoma de la misma especie para 
preservar marcadores específicos de la uchuva que podrían perderse al utilizar papa o 
tomate como referencia. Sin embargo, también se comparó utilizando los SNPs 
obtenidos de los tags comunes con las referencias del transcriptoma de uchuva y 
genomas de papa y tomate (Tabla 2-1). Al utilizar uchuva como referencia, el análisis 
indica que la diversidad se considera relativamente alta ya que se identificó una 
proporción de sitios heterocigotos de 0,639 con valores de He y Ho de 0,647 y 0,430 
respectivamente y un valor PIC promedio de 0,343 siendo el valor más bajo 0,020 y el 
más alto 0,546. Adicionalmente, los tags comunes presentaron 1.739 y 1.695 SNPs para 
tomate y papa respectivamente; siendo el número de marcadores diferentes para cada 
especie; no obstante, los índices de diversidad presentaron valores similares al de 
referencia de uchuva y se identificó en todos los casos que He > Ho, lo que sugeriría un 
exceso de individuos homocigotos (Tabla 2-1). En comparación con estudios en donde 
se emplearon marcadores RAMs en 43 accesiones, Bonilla et al., (2008), reportaron 
valores más bajos de heterocigosidad observada (Ho), siendo de 0,255, posiblemente 
debido al menor numero y a la naturaleza dominante de los marcadores empleados; 
adicionalmente, el origen diferente y el numero de accesiones del material vegetal puede 
también influir en los valores reportados. Por su parte, Delgadillo (2012) también reportó 
valores relativamente menores de heterocigosidad (Ho: 0,54 – He: 0,28), siendo He < Ho, 
contrario al presente estudio, lo cual podría explicarse por diferencias en la naturaleza y 
numero de marcadores (28 marcadores: 15 COSII y 13 IRGs) así como tamaño de 
poblacional (60 accesiones), siendo mayor el muestreo poblacional y de marcadores del 
genoma el utilizado en el presente estudio y por ende mas confiable. A pesar de las 
diferencias en cuanto a magnitud de los índices de diversidad, todos los estudios 
reportados hasta el momento concuerdan en que la uchuva es una especie heterocigota 
en relación con Lagos et al., (2008), quienes indican que la especie se encuentra en 
proceso de domesticación con un 54% de polinización cruzada. 
 
Tabla 2-1. Índices de diversidad genética para los marcadores filtrados usando como referencia el 
transcriptoma de uchuva y para los tags comunes en las tres especies uchuva, papa y tomate. 
Especie SNPs sin filtar 
Tags 
comunes
SNPs con 
filtro 
Proporción 
sitios 
heterocigotos
Ho He PIC
Uchuva 60.663 5.375 0,639 0,430 0,647 0,343
Tomate 1.739 0,662 0,434 0,662 0,346
Papa 1.695 0,652 0,430 0,657 0,342120.124
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En cuanto al análisis de agrupamiento, no se identificó una clara diferenciación dentro de 
la población de estudio ni con los SNPs de uchuva ni con los tags comunes para tomate 
y papa, de acuerdo a su procedencia o relación con resistencia a F. oxysporum 
(González & Barrero, 2011); sin embargo, se identificaron tres grupos bien diferenciados 
guardando alguna relación con el estado del cultivo (cultivado o silvestre). Así, en el 
clúster A, se agruparon accesiones de los departamentos de Boyacá, Nariño y 
Cundinamarca, principales regiones productoras de uchuva en el país, en su mayoría 
cultivadas y también todas las de tipo doble haploide procedentes igualmente de material 
cultivado. El clúster B, agrupó la mayoría de accesiones provenientes de Nariño y en su 
mayoría a aquellas que presentaron mejores valores en cuanto a la respuesta de 
resistencia a F. oxysporum identificadas en el capítulo uno, las cuales en su mayoría 
tienden a ser asilvestradas. El clúster C, además de incluir individuos procedentes de 
Boyacá, Nariño y Cundinamarca, congregó accesiones de Antioquia, Cauca, Norte de 
Santander y Caldas e involucró la mayoría de los individuos de estado silvestre. La 
Figura 2-7 muestra los resultados utilizando el transcriptoma de referencia de uchuva, 
pues los arboles obtenidos para tomate y papa fueron similares.  
 
Figura 2-7. Agrupamiento por el algoritmo NJ de la colección de trabajo de P. peruviana. 
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El PCA mostro un resultado similar al agrupamiento por NJ. Los tres primeros 
componentes acumularon un 20,6% del total de la variación en uchuva y desde el 
primero al tercer componente explicaron el 8,8%, 7,3% y 4,5%, respectivamente. 
Resultados similares se encontraron para los SNPs comunes de tomate, papa y uchuva 
(Tabla 2-2).  
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Tabla 2-2. Resumen de los tres primeros componentes principales a partir de datos GBS con 
referencias de uchuva, tomate y papa.  
1er 2do 3er
Uchuva 5.375 20,6 8,8 7,3 4,5
Tomate 1.739 22,0 9,9 7,3 4,8
Papa 1.695 21,3 9,2 7,1 5,0
Componentes (%)Variación acumulada 
3 primeros 
componentes (%)
Especie SNPs con filtro 
 
 
Para los tres casos, las 100 accesiones fueron separadas en tres grupos principales 
(Figura 2-8), correspondientes a los observados por NJ, aunque la relación entre las 
accesiones no esta completamente resuelta por el bajo porcentaje de variación de los 
componentes graficados, lo que explicaría que algunas accesiones se presentan aisladas 
de los agrupamientos A y B para cada uno de los genomas evaluados. Zhao et al., 
(2007), sugiere que las matrices del análisis de componentes principales es de gran 
ayuda para su uso como matriz de parentesco (Q) en los análisis de asociación, ya que 
este tipo de análisis es rápido, no tiene ninguna premisa acerca de la estructura de las 
poblaciones y se ejecuta igual al software Structure que es computacionalmente más 
intensivo. No obstante, a partir de este resultado es posible concluir que la matriz del 
análisis de componentes principales no es adecuada para los análisis de asociación, ya 
que de acuerdo con Myles et al., (2009), la relación de parentesco entre los individuos 
necesaria para este tipo de análisis, puede variar a lo largo de sólo unos ejes de 
diferenciación que pueden no estar bien capturados por los modelos de variación 
aplicados en un PCA, como puede suceder en este caso por la baja captura de variación 
en los componentes utilizados.  
 
Figura 2-8. Representación gráfica de los tres primeros componentes principales usando como 
referencia el transcriptoma de uchuva.   
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NOTA: Las letras indican los grupos formados en el NJ y los colores indican procedencia 
geográfica, así: azul violeta: Norte de Santander; negro: sin datos; verde: Cundinamarca; azul: 
Boyacá; café: repositorios internacionales; cian: Antioquia; amarillo: Nariño. 
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Estos resultados, al igual que los presentados en el capítulo anterior donde se analizó el 
agrupamiento basado en el fenotipo de respuesta de resistencia y al igual que otros 
resultados para caracteres cuantitativos (Lagos et al., 2008; Trillos et al., 2008; Herrera et 
al., 2012), confirman que el origen geográfico no constituye un factor de diferenciación de 
las colecciones de uchuva del país, siendo el posible flujo de material cultivable por su 
importancia económica la explicación a la ausencia de una estructura geográfica. La alta 
heterocigosidad de la especie por ser de polinización cruzada, además de una posible 
variación por adaptación a condiciones ambientales en material silvestre y cultivado, son 
factores que podrían estar influyendo en el comportamiento observado. El hecho de 
obtener materiales en grupos diferenciales que guardan alguna relación con el estado de 
cultivo, indica que estos pueden ser utilizados en esquemas de cruzamientos, más aun 
cuando los de tipo silvestre tienden a presentar una mejor respuesta de resistencia al 
patógeno más imitante de la producción de uchuva. Se requiere sin embargo, evaluar 
dicha respuesta en función de ambientes. 
 
 
Para evaluar la estructura poblacional se utilizó la matriz de SNPs comunes entre uchuva 
y tomate ya que permite optimizar la corrida y por los resultados obtenidos en diversidad 
genética se puede asumir que no se obtendrían mayores sesgos. Para esto se procedió 
a realizar un análisis de K optimó (ΔK) según la metodología de Evanno et al., (2005), el 
cual se basa en la tasa de cambio del Ln de la probabilidad para cada K (ΔK), lo que 
permite acercarse al valor real de K. Así, siguiendo este método, se estimó un K=3, 
(Figura 2-9) y el análisis de estructura poblacional, permitió detectar una clara separación 
entre poblaciones silvestres de P. peruviana, color verde, poblaciones en su mayoría de 
materiales provenientes de agricultores en color rojo y materiales cultivados para 
producción comercial de color azul (Figura 2-10). Así mismo, El grado de diferenciación 
genética en términos de frecuencias alélicas en la población total fue alto FST=0,3507, lo 
cual según Wright (1978) indica una alta diferenciación genética en la colección, mediado 
principalmente por el aporte de las accesiones de tipo silvestre 
 
Figura 2-9. Análisis de K optimó (ΔK) (subpoblaciones) de la colección de uchuva. 
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Figura 2-10. Representación gráfica de la estructura poblacional para K=3 de la colección de 
uchuva. 
 
Material silvestre Material de agricultor Material cultivado aterial silvestre Material  i ltor Material comercial 
1 2 3 
 
2.3.3 Análisis de desequilibrio de ligamiento  
En el presente estudio se obtuvieron 27.797 SNPs usando como referencia el 
transcriptoma de uchuva y 9.136 y 9.067 SNPs con los genomas de papa y tomate 
respectivamente, los cuales representan un número mayor pues no fueron sujetos al filtro 
LD del pipeline de GBS usado para los análisis de diversidad. En la figura 2-11 se 
representa el parámetro r2 y su correspondiente valor de probabilidad, visualizándose el 
LD en una ventana deslizante de 50 marcadores, en donde se realizan comparaciones 
entre SNPs en lugar de comparaciones en relación con la distancia en pares de bases 
por la falta de genoma de referencia, lo que aporta información más concreta para la 
interpretación de los resultados de asociación. Los valores de r2, que a diferencia de D’, 
considera las frecuencias alélicas, fueron bajos, mostrando un ligamiento promedio de r2: 
0,040 entre 1.388.575 comparaciones únicamente para uchuva. En la muestra completa 
de marcadores, el 94% (1.316.228) de las comparaciones presentaron algún grado de LD 
y de estas 54.612 (4% del total) comparaciones presentaron valores de significancia P ≤ 
0,01. Resultados similares se presentaron en comparación con los tags comunes para 
papa y tomate en donde para los casos se presento una correlación promedio de 0,041 y 
0,044 respectivamente (tabla 2-3). Los resultados sugieren que hay redundancia en una 
porción de los marcadores con valores significativos de LD ya sea porque se encuentran 
ligados en el genoma o por otros fenómenos poblacionales; de otro lado, la mayoría de 
marcadores con bajos valores de significancia LD podrían reflejar múltiples eventos de 
recombinación en el genoma de la uchuva en relación con su naturaleza alógama (Lagos 
et al., 2008; Flint-Garcia et al., 2003). Sera necesario estimar como decae el LD en 
relación con la distancia física o genética una vez se tengan disponibles mapas físicos y 
genéticos para la especie. 
 
Tabla 2-3. Resumen de LD para SNPs usando como referencia uchuva, papa y tomate.  
Especie SNPs sin filtro LD
Comparaciones 
totales
Ligamiento (r2) 
promedio 
Comparaciones en 
LD
Comparaciones 
(p≤0,01)
Uchuva 27.797 1.388.575 0,040 1.316.228 54.612
Tomate 9.136 452.076 0,044 429.592 21.536
Papa 9.067 455.526 0,041 430.859 20.962
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Figura 2-11. Desequilibrio de ligamiento para una porción de marcadores que mapean al 
transcriptoma de uchuva y a una región del cromosoma 6 de los genomas del tomate y papa. 
Tomate Papa 
Uchuva 
 
NOTA: A la derecha de la ventana de uchuva se representan las convenciones en colores de los 
valores de r2 y debajo del valor de significancia p; en el eje x se presenta un marcador o porción 
de marcadores y en el eje y su relación con una ventana de 50 marcadores en tomate, papa o 
uchuva, observándose que una baja proporción se encuentran en LD de acuerdo con el texto. 
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2.3.4 Análisis de asociación  
El carácter de severidad y la variable de AUDPC no presentaron una distribución normal. 
Fue así necesario realizar una transformación de datos con el objetivo de eliminar la 
variabilidad causada por factores diferentes al que fue evaluado en el experimento y a su 
vez aumentar la confidencia de los datos lo cual es necesario para el test de asociación. 
En la figura 2-12, se visualiza la distribución de los datos originales y posterior a la 
transformación; igualmente, en los gráficos de cuantil-cuantil, se observa cuan cerca está 
la distribución del conjunto de datos con respecto a la distribución ideal, siendo corregida 
para ambos casos.  
 
Figura 2-12. Gráfico de distribución de la normal y cuantil-cuantil de la variable de severidad y 
AUDPC para P. peruviana para los datos originales y transformados. 
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Los análisis de asociación fueron realizados usando un modelo lineal mixto (MLM) que 
tiene en cuenta las relaciones de parentesco y la estructura poblacional. En este estudio, 
la gráfica de cuantil–cuantil demostró que el modelo MLM es eficaz para controlar la 
subestructura en los genomas de referencia para el rasgo de respuesta de resistencia, 
medido por las variables de severidad y AUDPC (Figura 2-13). Los SNPs totales para el 
genoma de tomate fueron de 1.739 con un porcentaje de datos perdidos de 2% y una 
proporción de heterocigotos de 0,662; para el genoma de papa, fueron 1.695 con un 
porcentaje de datos perdidos de 2% y una proporción de heterocigotos de 0,656 (Tabla 
2-1). Los marcadores se visualizaron en Manhattan Plots en donde en primera instancia 
no se encontraron marcadores asociados que sobrepasaran el umbral posterior a la 
corrección FDR (p-value ≤ 0.05). Por lo anterior, el umbral de significancia se redujo a 
valores de Log10=2, el cual se considera permisible de astringencia intermedia, lo que 
permitió identificar posibles regiones de interés en los cromosomas 2, 5, 7, 8, 9 y 12 de 
tomate y en los cromosomas 5, 8 y 9 de papa para la variable de severidad (Figura 2-14) 
y en los cromosomas 4, 8, 9 y 12 en tomate y en los cromosomas 2,3,  8, 9 y 12 en papa 
para la variable AUDPC (Figura 2-15).   
 
Figura 2-13. Gráficos de cuantil-cuantil del modelo MLM para las variables de severidad y 
AUDPC, para los genomas de referencia de tomate y papa.  
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Figura 2-14. Manhattan plots mostrando SNPs de uchuva asociados a respuesta de resistencia 
(severidad) por encima de Log10=2 en comparación con los genomas de referencia de tomate y 
papa. 
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Figura 2-15. Manhattan plots mostrando SNPs de uchuva asociados a respuesta de resistencia 
(AUDPC) por encima de Log10=2 en comparación con los genomas de referencia de tomate y 
papa. 
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En tomate, se encontraron 11 SNPs asociados con la variable de severidad con p-value ≤ 
0,005 (Tabla 2-4) que mapearon a ocho cromosomas; seis de los cuales se ubicaron en 
cuatro genes involucrados en defensa/resistencia a patógenos. Así, uno de los SNPs se 
localizó en el cromosoma 8 en la posición 62.073.300 dentro del gen Solyc08g081990.2 
que esta relacionado con las repeticiones WD-40 que a su vez participan en 
interacciones proteína-proteína. Estas repeticiones pertenecen a una amplia familia de 
proteínas presentes en todos los eucariotas y se he determinado que están implicadas en 
funciones tales como: transducción de señales, regulación de la transcripción para el 
control del ciclo celular y respuesta hipersensible que es característica de las plantas en 
defensa contra el ataque de patógenos (Smith et al., 1999). El segundo marcador esta 
localizado en la posición 46.594.754 del cromosoma 12, y se relaciona con el gen 
Solyc12g049500.1 el cual posee el dominio beta de la lectina de leguminosas. De 
acuerdo con Roopashree et al., (2006), la función exacta de las lectinas de leguminosas 
no se conoce, pero pueden estar implicadas en la protección contra agentes patogénicos 
al producir lipoxigenasas (LOX por sus siglas en inglés) que catalizan reacciones de 
desoxigenación de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs por sus siglas en ingles) e 
hidroperoxidasas de lípidos; así, productos de la vía metabólica del ácido llinoleíco 
derivados de PUFAs actúan en la resistencia inducida en plantas (Feussner & 
Wasternack, 2002; Porta & Rocha-sosa, 2002). 
 
Tabla 2-4. Resultados del análisis de asociación para la variable de severidad en comparación 
con los genomas de referencia de papa y tomate.  
Especie SNP Gen asociado Cromosoma Posición P-value MAF Variación 
S8_62073300 Solyc08g081990.2 8 62073300 0,00200 0,4643 0,08296
S12_46594754 Solyc12g049500.1 12 46594754 0,00338 0,0408 0,08296
S5_61444687 Solyc05g051900.2 5 61444687 0,00351 0,2347 0,08296
S2_42554381 42554381 0,00371 0,2143 0,08296
S2_42554396 42554396 0,00371 0,2143 0,08296
S2_42554398 42554398 0,00371 0,2143 0,08296
S5_63359509 Solyc05g054260.2 5 63359509 0,00412 0,0663 0,08296
S7_869940 869940 0,00463 0,4694 0,08296
S7_869967 869967 0,00463 0,4694 0,08296
S9_65753970 Solyc09g091070.1 9 65753970 0,00520 0,2347 0,08296
S2_14016967 Solyc02g021620.2 2 14016967 0,00527 0,0867 0,08296
S5_1237068  PGSC0003DMG400007522 1237068 0,00230 0,0455 0,07689
S5_58756015 PGSC0003DMG400023316 58756015 0,00268 0,0657 0,07689
S8_42535013 42535013 0,00292 0,4646 0,07689
S8_42534983 42534983 0,00292 0,4646 0,07689
S9_49247242 49247242 0,00489 0,2323 0,07689
S9_49247281 49247281 0,00489 0,2323 0,07689
5
8
9
2
7
Papa PGSC0003DMG400005498
PGSC0003DMG400037435
Tomate
Solyc02g084920.2
Solyc07g006030.2
 
 
El tercer SNP se relaciona con el gen Solyc05g051900.2 del cromosoma 5 y se relaciona 
con las proteínas de la superfamilia de facilitadores mayores (MFS por sus siglas en 
ingles), encargados del transporte de pequeños solutos en respuesta a gradientes 
quimiosmóticos de iones. De acuerdo con Peng et al., (2011), los MFS juegan un rol muy 
importante en la defensa en plantas ya que controlan las diversas toxinas de patógenos 
mediante la exportación de las mismas fuera de la célula para reducir la acumulación de 
compuestos dentro del organismo. Los siguientes tres SNPs se ubican en el cromosoma 
2 y están dentro del gen Solyc02g084920.2 relacionado con la subunidad alfa/beta del 
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proteosoma. Suty et al., (2003) han realizado investigaciones en donde sugieren que 
genes responsable de defensa en plantas están relacionados con subunidades de los 
proteosomas que traducen señales elicitoras que conllevan al establecimiento de una 
respuesta sistémica adquirida frente a ataques de patógenos.   
 
 
Los restantes cinco SNPs no específicamente relacionados con genes de 
defensa/resistencia de tomate a patógenos, se mencionan a continuación. Uno de ellos 
se ubica en cromosoma 5 y se relaciona con el gen Solyc05g054260.2 el cual posee un 
dominio motor de las kinesinas, encargadas del transporte en la célula (Bloom & Endow, 
1995). Dos marcadores en el cromosoma 7 se encuentran en el gen Solyc07g006030.2 
que se relaciona con la proteína TIF31 responsable de interacciones proteína-proteína 
(D’Andrea & Regan, 2003). Por último dos marcadores asociados; el primero de ellos 
relacionado con el gen Solyc09g091070.1 en el cromosoma 9 y asociado con la enzima 
malato deshidrogenasa que participa en procesos de fotosíntesis en plantas C3 y C4 y en 
el ciclo de Calvin; el segundo marcador, en el cromosoma 2 se asocia con el gen 
Solyc02g021620.2 el cual se relaciona con la superfamilia de transportadores de Na/K/Cl 
que facilita el transporte de iones de sodio, potasio y cloro desde el espacio extracelular 
hacia el interior de la célula (Payne & Forbush, 1995).  
 
 
Para el genoma de papa, con la variable de severidad se encontraron seis SNPs 
asociados con p-value ≤ 0,005 (Tabla 2-4) que mapearon a tres cromosomas; uno de los 
cuales se ubicó dentro de un gen en el cromosoma 5 involucrado en defensa/resistencia 
a patógenos; este es el gen PGSC0003DMG400007522 que se asocia con las proteínas 
de la familia F-box, críticas en la degradación de proteínas celulares. Una de las 
proteínas de esta familia conocida como COI1 esta implicada en la regulación de 
jasmonato, hormona utilizada por las plantas como señal en procesos de defensa contra 
patógenos, además, forma parte de la enzima E3 ligasa de ubiquitina que tiene como 
función realizar un marcaje para enviar señales al protesoma para degradación de la 
proteína con ubiquitina, proceso importante en mecanismos de defensa (Devoto et al., 
2002; van den Burg et al., 2008).  
 
 
Los restantes cinco SNPs no específicamente relacionados con genes de 
defensa/resistencia de papa a patógenos, se mencionan a continuación. Uno de ellos, 
ubicado también dentro del cromosoma 5 se encuentra muy cercano al gen 
PGSC0003DMG400023316 que se reporta como un gen conservado pero sin función 
conocida. Los demás marcadores asociados no se encuentran dentro de ningún gen 
candidato identificado hasta el momento, aunque están cercanos a los genes 
PGSC0003DMG400005498 y PGSC0003DMG400037435 de los cromosomas 8 y 9 
respectivamente, sin función conocida.  
 
 
Por otro lado, para la variable de AUDPC que se relaciona con el tiempo de aparición de 
síntomas de la enfermedad, se encontraron 6 SNPs asociados en tomate con p-value ≤ 
0,01 (Tabla 2-5) que mapearon a cuatro cromosomas; los cuales se ubicaron en cuatro 
genes involucrados en defensa/resistencia a patógenos. Así, uno de los SNPs se localizó 
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en el cromosoma 8 en la posición 62.073.300 dentro del gen Solyc08g081990.2, el cual 
fue también identificado para la variable de severidad y se relaciona con las repeticiones 
WD-40 importantes en resistencia a patógenos como se explicó anteriormente. Se podría 
sugerir que posiblemente existe un efecto pleiotrópico de este marcador al encontrarse 
asociado con las dos variables evaluadas para respuesta de resistencia a Fusarium. El 
segundo marcador esta localizado en la posición 45.545.340 del cromosoma 8, y se 
asocia con el gen Solyc08g061260.2 el cual se relaciona con una gran familia de 
proteínas de receptores transmembrana denominada receptores acoplados a proteínas 
G (GPCR por sus siglas en ingles) en hongos y metazoos, las cuales perciben la señal y 
la traducen a través de proteínas G heterotriméricas. De acuerdo con Liu et al., (2013), la 
presencia de GPCRs en plantas esta todavía por estudiar a fondo; no obstante, las 
proteínas G heterotriméricas están envueltas en números procesos biológicos entre ellos 
la inmunidad en plantas y específicamente  las subunidades Gβ (β-subunidad1 proteína 
G de Arabidopsis AGβ1) y Gγs (γ-sununidad1 proteína G de Arabidopsis AGG1, AGG2, 
AGG3) se asocian con resistencia a patógenos necrotróficos como Fusarium oxysporum, 
Alternaria brassicicola y Botrytis cinérea (Liu et al., 2007). 
 
Tabla 2-5. Resultados del análisis de asociación para la variable de AUDPC en comparación con 
los genomas de referencia de papa y tomate. 
 
Especie SNP Gen asociado Cromosoma Posición P-value MAF Variación 
S9_65685191 Solyc09g090940.2 9 65685191 0,00148 0,48980 0,13338
S12_35821264 Solyc12g038490.1 12 35821264 0,00244 0,45408 0,12270
S8_62073300 Solyc08g081990.2 8 62073300 0,00576 0,46429 0,10486
S8_45545340 Solyc08g061260.2 8 45545340 0,00794 0,38776 0,09832
S9_67526887 Solyc09g098450.2 9 67526887 0,00902 0,39286 0,09575
S11_51389456 Solyc11g069690.1 11 51389456 0,00967 0,05612 0,09434
S9_49077916 PGSC0003DMG400046263 9 49077916 0,00147 0,48990 0,13307
S12_35550547 12 35550547 0,00260 0,45455 0,12118
S3_37927302 3 37927302 0,00323 0,30303 0,11665
S8_42535013 8 42535013 0,00548 0,46465 0,10582
S8_42534983 8 42534983 0,00548 0,46465 0,10582
S2_52227231 PGSC0003DMG400042623 2 52227231 0,00562 0,02020 0,10529
PGSC0003DMG400005498
No existen genes cercanos
Tomate
Papa
 
 
El tercer SNP se ubica en el gen Solyc09g098450.2 del cromosoma 9 que se relaciona 
con la familia de las lipasas clase 3 asociadas con la respuesta al estrés en plantas. 
Igualmente, la familia alfa/beta-hidrolasas contiene dominios de lipasas clase 3 y 
presenta tres proteínas PAD4, EDS1 y SAG101 que conforman una señal sistémica que 
funciona como la principal barrera contra patógenos (Wiermer et al., 2005). El cuarto 
marcador en la posición 51.389.456 del cromosoma 11 se ubica en el gen 
Solyc11g069690.1 que se relaciona con las proteínas denominadas tiorredoxinas, las 
cuales actúan como antioxidantes, facilitando la reducción de otras proteínas a través de 
un intercambio tiol-disulfuro en la cisteína; además mantienen la homeostasis redox. De 
acuerdo Vieira Dos Santos & Rey, (2006), las tiorredoxinas juegan un rol importante en la 
tolerancia al estrés oxidativo en plantas mediante el suministro de hidroperoxidasas 
lipídicas o al reparar proteínas oxidadas. También se cree que están envueltas en 
mecanismos de defensa por un estudio realizado en tabaco por Sun et al., (2010), 
quienes determinaron que una proteína basada en tiorredoxina confirió resistencia al 
virus del mosaico en tabaco.  
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Los restantes dos SNPs no tiene relación específicamente con genes de 
defensa/resistencia en tomate. El primero de ellos de ubica en el cromosoma 9 y se 
relaciona con el gen Solyc09g090940.2 que tiene como función codificar el factor de 
transporte nuclear 2 (NTF2 por sus siglas en ingles). Es un miembro conservado de la 
superfamilia Ras (familia de proteínas involucradas en transporte) que regula todo el 
transporte mediado por un receptor entre el núcleo y el citoplasma (Steggerda & Paschal, 
2002). El último marcador se ubica en el cromosoma 11 y se relaciona con el gen 
Solyc11g069690.1; no obstante este gen no ha sido clasificado ni anotado 
funcionalmente por lo que la proteína que produce no se conoce todavía su función. Para 
el genoma de papa, en la variable de AUDPC se encontraron seis SNPs asociados con 
p-value ≤ 0,006 (Tabla 2-5) que mapearon a cinco cromosomas; sin embargo, ninguno se 
ubicó dentro de genes de papa o cerca de genes con función conocida.  
 
 
Buckler et al., (2009) afirman que los análisis de asociación han sido muy importantes 
para disectar rasgos complejos y han probado ser muy efectivos para encontrar genes 
candidatos para rasgos de interés. Así, el presente estudio sugiere siete genes de 
defensa/resistencia candidatos en tomate y uno en papa en los cuales se ubicaron por 
homología SNPs asociados a respuesta de resistencia de uchuva a F. oxysporum. 
Dichos marcadores deben ser verificados en estudios posteriores. Por ejemplo, que 
contemplen interacciones genotipo por ambiente y un mayor muestreo poblacional o de 
marcadores dependiendo de la tasa de decaimiento del LD en relación con la distancia 
física o genética en la especie uchuva. En otros estudios en los cuales no existen 
genomas de referencia este tipo de aproximaciones ha sido también útil en la 
identificación de marcadores asociados con rasgos de interés (Elshire et al., 2011; Lu et 
al., 2013).  
 
Estudios realizados hasta el momento han demostrado que la resistencia a especies de 
Fusarium, es un rasgo de control dominante y monogénico, lo que apoya la hipótesis de 
gen a gen (Rubio et al., 2003). Sin embargo, como es sabido la pérdida por mutación o 
por otro proceso evolutivo de ese gen causaría inmediatamente el quiebre de la 
resistencia y por ende la expresión de le enfermedad (Cubero, 2002). Por lo tanto, la 
búsqueda de resistencia cuantitativa o durable es un rasgo muy deseable ya que la 
resistencia conferida no es fácil de quebrar; particularmente si se tiene en cuenta que se 
han descrito distintos factores de virulencia para F. oxysporum (Ortoneda et al., 2004).  
 
 
La identificación de un diverso número de marcadores asociados con resistencia es ideal 
en estudios de asociación que conlleven a realizar programas de selección asistida y/o 
selección genómica que ayuden a su vez a la selección más eficiente de parentales y 
poblaciones de mejoramiento, acortando tiempos y costos (Zhu et al., 2008; Heffner et 
al., 2009; Buckler et al., 2009; Lu et al., 2013; Romay et al., 2013). Así, los marcadores y 
genes identificados en este estudio son un insumo muy importante para entender la 
genética y apoyar el mejoramiento de la especie.   
 3. Conclusiones y recomendaciones 
3.1 Conclusiones 
 
1. Se seleccionó una colección de trabajo de 100 accesiones con representación 
geográfica nacional e internacional, estado de cultivo, variabilidad genotípica y 
fenotípica para atributos de calidad, producción y respuesta de resistencia a F. 
oxysporum.  
 
 
2. Se evaluó la respuesta de resistencia de la colección de trabajo al aislamiento 
altamente patogénico MAP5 usando escala de severidad y AUDPC 
identificándose 21 accesiones con respuesta de resistencia para F. oxysporum en 
condiciones de invernadero. Estas accesiones son el insumo para evaluaciones 
en ambientes con alta incidencia de la enfermedad y diseños de cruzamientos en 
esquemas de mejoramiento. 
 
 
3. Mediante genotipificación por secuenciación de la colección de trabajo se 
identificaron 5.375 SNPs de alta calidad para el ensamblaje con el transcriptoma 
radicular de uchuva, 1.695 contra el genoma de referencia de papa y 1.739 contra 
el genoma de referencia de tomate, encontrándose índices de variabilidad 
genética (He=0,647, Ho=0,430; PIC=0,340) superiores a los descritos en estudios 
previos y a su vez se encontró una estructura poblacional con tres 
subpoblaciones, diferenciadas por estado de cultivo.  
 
 
4. El estudio de asociación entre los marcadores SNPs y el fenotipo de resistencia 
de la colección de trabajo permitió identificar 29 marcadores asociados a 21 
genes involucrados en rutas de defensa y/o resistencia así como genes de 
función desconocida convirtiéndose en un insumo básico para futura selección 
asistida por marcadores.  
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3.2 Recomendaciones 
 
1. Estudiar estados fenológicos de la uchuva y avanzar en el uso de mediciones de 
tipo cuantitativo como área afectada, etc. para incrementar precisión en la medida 
para identificación de QTLs asociados con resistencia. 
 
 
2. Ampliar la búsqueda de nuevas fuentes de resistencia en uchuva mediante 
evaluación de un mayor número de accesiones; además de caracterizar nuevos 
posibles patotipos de F. oxysporum con el fin de aumentar el conocimiento de 
este patosistema.  
 
 
3. Realizar evaluaciones de las 21 accesiones seleccionadas con respuesta de 
resistencia a F. oxysporum en distintos ambientes en campo con presión de 
inóculo natural para seleccionar aquellas con mejores características de 
resistencia para incluirlas en el esquema de mejoramiento.  
 
 
4. Desarrollar un mapa de ligamiento para la especie con el fin de empezar a 
generar un mapa físico que permita obtener el orden de los marcadores y 
pensando en un futuro en la secuenciación del genoma que ayude a su vez a 
conocer el LD en la especie y la imputación.  
 
 
5. Aumentar el número de individuos evaluados en la población con el objetivo de 
realizar mapeo fino en búsqueda de verificar y/o mejorar la resolución de las 
regiones encontradas en este estudio y de utilizar marcadores seleccionados en 
esquemas de mejoramiento. 
 
 
 
 
 A. Anexo: Colección de trabajo de P. 
peruviana 
 
No. GENOTIPO
1 09U004-1
2 09U005-4
3 09U009-2
4 09U010-1
5 09U012-5
6 09U022-3
7 09U023-1
8 09U026-1
9 09U030-1
10 09U031-4
11 09U033-1
12 09U039-1
13 09U043-1
14 09U045-2
15 09U046-1
16 09U047-1
17 09U047-3
18 09U048-1
19 09U086-3
20 09U089-3
21 09U090-4
22 09U093-5
23 09U095-2
24 09U098-4
25 09U106-2
26 09U107-1
27 09U112-3
28 09U118-1
29 09U120-3
30 09U121-2
31 09U126-1
32 09U127-1
33 09U128-4
34 09U130-2
35 09U131-3
36 09U134-3
37 09U136-3
38 09U138-2
39 09U140-5
40 09U158-1
41 09U160-1
42 09U161-3
ESTADO DE 
CULTIVO PAÍS DEPARTAMENTO MUNICIPIO
Asilvestrada Colombia Norte de Santander Pamplona
Asilvestrada Colombia Norte de Santander Pamplona
Asilvestrada Colombia Norte de Santander Pamplona
SD SD SD SD
Asilvestrada Colombia Norte de Santander Pamplona
Asilvestrada Colombia Cundinamarca Tena
Asilvestrada Colombia Cundinamarca Tena
Maleza Colombia Cundinamarca Chía
Maleza Colombia Cundinamarca Guatavita
Maleza Colombia Cundinamarca Guasca
Maleza Colombia Cundinamarca Zipaquirá
Maleza Colombia Boyacá Villa de Leyva
Maleza Colombia Boyacá Paipa
Asilvestrada Colombia Boyacá Firabitoba
Maleza Colombia Boyacá Tota
Maleza Colombia Boyacá Tota
Maleza Colombia Boyacá Tota
Asilvestrada Colombia Santander Tona
SD Ecuador Ambato Tungurahua
SD Colombia Antioquia Turbo
SD SD SD SD
SD Colombia Nariño Pasto
SD Colombia Nariño Pasto
SD Colombia Antioquia San Pedro de los Milagros
SD Colombia Antioquia Santa Rosa
SD Colombia Antioquia  Santuario cerca de Cornare
SD Colombia Antioquia El Retiro 
SD Colombia Cundinamarca Madrid
SD Colombia Antioquia Rionegro
SD Colombia Antioquia San Pedro de los Milagros
SD Colombia Antioquia Sta Rosa de Osos
SD Colombia Antioquia Entrerios 
SD Colombia Antioquia Sta Rosa de Osos
SD Colombia Boyacá Villa de Leyva
SD Colombia Antioquia Guarne
SD Nepal Provincia de Bagmati Kathmandu 
SD Internacional SD SD
SD Internacional SD SD
SD Internacional SD SD
SD Colombia Antioquia Marinilla
SD Colombia Antioquia El Carmen de Viboral
SD Colombia Antioquia El Carmen de Viboral
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No. GENOTIPO
43 09U166-3
44 09U167-3
45 09U169-2
46 09U170-1
47 09U171-1
48 09U180-2
49 09U181-1
50 09U184-1
51 09U186-1
52 09U187-4
53 09U189-3
54 09U190-2
55 09U192-5
56 09U193-1
57 09U200-4
58 09U210-2
59 09U213-2
60 09U216-1
61 09U216-4
62 09U218-3
63 09U219-3
64 09U236-3
65 09U248-5
66 09U249-1
67 09U260-4
68 09U261-2
69 09U265-4
70 09U267-4
71 09U274-1
72 09U274-3
73 09U275-3
74 09U277-5
75 09U278-3
76 09U279-1
77 09U279-2
78 09U280-3
79 09U282-3
80 09U283-2
81 09U284-1
82 09U288-7
83 09U298-6
84 09U381-6
85 09U292-7
86 09U293-6
87 09U295-4
ESTADO DE 
CULTIVO PAÍS DEPARTAMENTO MUNICIPIO
SD Colombia Boyacá Cienega
SD Colombia Boyacá Umbita
SD Colombia Nariño Ipiales
SD Colombia Nariño Ipiales
SD Colombia Antioquia Medellín, Santa Elena
SD Colombia Cundinamarca Silvania
SD Colombia Cundinamarca SD
SD Colombia Nariño SD
SD Colombia Nariño SD
SD Colombia Nariño SD
SD Colombia Valle Felidia
SD Colombia Valle Felidia
SD Colombia Valle La Cumbre
SD Colombia Valle Felidia
SD Colombia Nariño SD
SD SD SD SD
SD Colombia Cauca Mondomo
SD Colombia SD SD
SD Colombia SD SD
Cultivar Comercial Colombia Cundinamarca Granada
Cultivar Comercial Colombia Cundinamarca Granada
Cultivar Comercial Colombia Boyacá Cómbita
Cultivar Comercial Colombia Boyacá Arcabuco
Cultivar Comercial Colombia Boyacá Arcabuco
Cultivar Comercial Colombia Cundinamarca Granada
Cultivar Comercial Colombia Cundinamarca Granada
Cultivar Comercial Colombia Cundinamarca Granada
Cultivar Comercial Colombia Cundinamarca Granada
Cultivar Comercial Colombia SD SD
Cultivar Comercial Colombia SD SD
Cultivar mejorado Colombia Cundinamarca Chocontá
Espontánea Colombia Nariño Pasto
Maleza Colombia Nariño Pasto
Maleza Colombia Nariño Pasto
Maleza Colombia Nariño Pasto
Maleza Colombia Nariño Pasto
Maleza Colombia Nariño Pasto
Silvestre Colombia Caldas Manizales
Cultivar Comercial Colombia Boyacá Arcabuco
SD South Africa Transvaal SD
SD Colombia Cundinamarca Choconta
SD SD SD SD
Cultivar Comercial Colombia Boyacá Arcabuco
In vitro Colombia Boyacá Cómbita
In vitro Colombia Boyacá Arcabuco
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No. GENOTIPO
88 12U335-1
89 12U337-1
90 12U340-1
91 12U342-1
92 12U344-1
93 12U347-1
94 12U350-1
95 12U355-1
96 12U362-1
97 12U366-1
98 12U367-1
99 12U368-1
100 12U374-1
101 09U099-2
102 09U108-5
103 09U164-2
104 09U183-3
105 09U191
106 09U207-1
107 09U291-1
108 09U289-3
ESTADO DE 
CULTIVO PAÍS DEPARTAMENTO MUNICIPIO
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
Cultivo de anteras Colombia Cundinamarca Mosquera
SD Colombia Caldas Manizales
SD Colombia Antioquia Llanadas Abajo Sonson
SD Colombia Boyacá Tibasosa
SD Colombia Cundinamarca Subia
SD Colombia Valle Ginebra
SD Colombia Nariño SD
SD Colombia Tolima Ibague
SD Polonia Warszawa SD
 
SD: Sin datos  
 
 
 
 
 
 
 

 B. Anexo: Cepas seleccionadas para 
el tratamiento con mezclas 
 
Bra2 Boyacá Arcabuco El Bracito N 05°44,912'; W 073°29,575'
Esm3 Cundinamarca Granada La Esmeralda N04°31'37,3'' W74°19'50,5''
Esp5 Boyacá Combita La Esperanza N 05°41' 475''; W 073°18'135''
Map5 Cundinamarca Silvania La Maporita N 04°29'16,8'';  W 74°22'17,6''
Mil3 Cundinamarca Pasca La Milagrosa N 04º18'51,9''; W74º18'013''
Pil1 Cundinamarca Granada La Pila N 04°32'32.9''; W 74°19'52,1''
ALTA
Código Departamento Municipio Localidad Coordenadas Virulencia
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